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I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of {Replacement sheets which have been furnished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as ' originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments,): 

| | the international application as originally filed. 

the description, pages 1-41 ; , as originally filed, 

pages , filed with the demand, 

pages , filed with the letter of > 

pages , filed with the letter of • 



the claims, 



Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-45 



, as originally filed, 

, as amended under Article 19, 

, filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



| | the drawings, sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



, as originally filed, 
. filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



2. The amendments have resulted in the cancellation of: 

| | the description, pages 

| | the claims, Nos. 



| | the drawings, sheets/fig 



3. r~] This report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 

to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)). 

4. Additional observations, if necessary: 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 

| | the entire international application. 

^\ claims Nos. U3 

because: 

□ the said international application, or the said claims Nos. ( t 
relate to the following subject matter which does not require an international preliminary examination (specify): 



□ the description, claims or drawings (indicate particular elements below) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specify): 



□ the claims, or said claims Nos. are so inadequately supported 
by the description that no meaningful opinion could be formed. 

| | no international search report has been established for said claims Nos. . 
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Supplemental Box 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 

Continuation of: 1 1 1 . . 

1) Claim 3 is unclear. The features which define the 
protein cannot be assessed.. The inhibition of "the 
reactivity of an immune human antiserum with the 
corresponding p42" ? "and this p42 itself" ? are 
unclear features. 

2) Claim 23 is unclear. It refers to claim 20 which 
does not recognize P.vivax, whereas the additional 
feature of claim 23 is the specific recognition of 
P. vivax. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

1 . Statement 

Novelty (N) 



Inventive step (IS) 



Industrial applicability (IA) 



2. Citations and explanations 

1) Citations 

Reference is made to the following documents: 

Dl Molecular and Biochemical Parasitology, vol. 74, 
no.l, 20 December 1995, pp. 105-111. Longacre S. et 
al. 

D2 Molecular and Biochemical Parasitology, vol.64, 
no. 2, 1 January 1994, p. 1991-2005, Longacre S. et 
al. 

D3 WO-A-9317107 

D4 Molecular and Biochemical Parasitology, vol.60, 
no. 2, 1 January 1993, pp. 303-310, Chappel J. A. and 
Holder A. A. 
D5 EP-A-154454 

2) Priority (PCT Article 8) 

Claim 1 of the present application refers to "a 
protein of which the essential constituent 
polypeptide sequence is that of either a C-terminal 
fragment of 19 kilodaltons of the surface (MSP-1) 
protein 1 which is infectious for mammals . ■ . . 
whereas the priority document refers only to man 
(priority document, p. 4, lines 21 to 23). 



9, 


13-15, 


19, 24- 


31, 33-45 


YES 


1, 2, 


4-8, 10 


-12, 16- 


18, 20-22, 32 


NO 










YES 


9, 


13-15, 


19, 24- 


31, 33-45 


NO 


1 


, 2, 


4-22, 


24-45 


YES 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 

Claims NO 
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Claim 2 refers. to "a protein recognized by human 
antiserums. . { .'or against an equivalent Plasmodium 
when it is in an unreduced state or in a non- 



irreversible reduced state, but unrecognized or 



little recognized by these same antiserums when it 
is in an irreversible reduced state ", whereas the 
priority document refers only to proteins recognized 
by human serums formed against the corresponding 
Plasmodium (priority document p. 14, lines 13 to 16). 

Claim 44 refers to "a vaccine composition selected 
from among the following mixtures: ...". None of the 
mixtures cited in said claim is described in the 
priority document . 

Finally, claim 45 refers to a CNCM 1-18 4 6 hybridome . 
No CNCM 1-184 6 hybridome is mentioned in the 
priority document . 

Consequently, the above expressions which are not 
supported by the content of the priority document 
are amendments which extend the subject matter of 
the application beyond its original content. The 
claims which contain the amendments do not therefore 
enjoy the priority connected with document FR96- 
01822 (14 February 1996). Document P(x) cited in the 
international search report can therefore be 
considered to form part of the prior art relating to 
these claims. 
3) Novelty (PCT Article 33(2)) 

3.1) A recombinant protein, of which the essential 

constituent polypeptide sequence is that of an MSP-1 
19kDa C-terminal fragment of a Plasmodium type 
parasite which is infectious for mammals, has been 
described in document D3 (see claim 3 and Fig. 4 at 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

the bottom of the page "MSPI19") . The polypeptide 
sequence comes from a Plasmodium falciparum strain. 
This strain is infectious for man. 

D3 describes the use" of,, a portion of this fragment 
or peptide (see D3, claim 1 or 2) with the amino 
acid sequence described in Fig. 6 (P.yoellii) so as 
to induce an immune response (see example 2 and 
Table 1) . 

Claim 1 is therefore not novel. The same conclusion 
applies to claims 4 to 8 and 12. 

3.2) D4 , which contains the same constructions as D3, 
shows that an immune rabbit serum obtained by means 
of P. falciparum MSP-1 is able to detect them (see 
D4, Fig. 4). The simple fact that a protein is 
characterized by parameters which have not been 
measured, such as for example in claim 2 the 
recognition of the proteins by a human antiserum, 
does not make this protein novel. 

3.3) D3 shows that following dialysis of the combined 
MSP-EGF fragment, the compound is soluble in PBS 
(see D3, p. 17, first paragraph). Claims 10 and 11 
are not novel . 

3.4) D3 describes the production of polypeptide as 
detailed in claim 1 (see D3, Figs.l and 2 and point 
3.1 above) fused with a GST or other group (see D3, 
p. 6, second paragraph or p. 14, first paragraph). 
Claim 16 is therefore not novel. 

3.5) Vaccines containing the proteins described in 3.1) 
above are known from the prior art (see D3, claims 
11 and 12, and table 2) . Claims 17 and 18 are not 
novel . 

3.6) Monoclonal antibodies recognizing the MSP-1 protein 

Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 
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pl9 fragment of a Plasmodium falciparum, which is 
infectious for man, have , been described in D4 (see 
p. 306, lines 12 to 16 and. Figs . 2 .€d ;-4 ) . Claims 20 .;to 
22 are not therefore novel. 

The fact that the antibodies of claims 20 to 23 do 
not recognize P.vivax cannot be considered, as this 
parameter could be satisfied provided it were 
measured . 

3.7) A DNA sequence coding for P. falciparum MSP-1 is 
described in the prior art (see D5, Fig.l A-l) . 
Claim 32 is not therefore novel. 

4) Inventive step (PCT Article 33(3)) 

4.1) Document D2 discloses (Fig. 2) constructions 
comprising the P.vivax amino acid sequence (see also 
D2, p. 193, third paragraph). In order to obtain a 
protein anchored to the surface of the Sf 9 cell 
(insect cell) comprising a 

glycosylphosphatidylinositol (GPI) group (see D2, 
p. 197, col. 2, lines 4 to 9) , coming from a 
Plasmodium strain other than that coming from 
P.vivax, a person skilled in the art will exchange 
the P.vivax sequence (PV19A) with a corresponding 
P. falciparum sequence. Results indicate that such a 
sequence (GPI) is also present in P. falciparum (see 
D2, p. 197, col. 2, second paragraph). No inventive 
step can be recognized for claim 9. 

4.2) Document D2 discloses (Fig. 2) constructions 
comprising the P.vivax amino acid sequence (see also 
D2, p. 193, third paragraph). In order to obtain a 
protein coming from a Plasmodium strain other than 
that coming from P.vivax, a person skilled in the 
art will exchange the P.vivax sequence (PV19A or 
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PV19S) with the corresponding P.cynomolgi sequence. 
Document Dl discloses (Fig.l) the P.cynomolgi amino 
acid sequence. , \ . •"■■ f; ' *-V; •? 

Similarly, in order to obtain *a fragment similar to 
that described in D3, i.e. a pl9 fragment or a 
portion thereof containing one or more EGF units 
(see point 3.1 above), a person skilled in the art 
would replace the P. falciparum sequence with that 
corresponding to P.cynomolgi. No inventive step can 
be recognized for claim 13. 



4.3) Oligomers, vaccines containing oligomers, a 

diagnostic method using antibodies (see point 3.5 
above), baculovirus-type vectors (see D2, title and 
p. 192, col.l, last paragraph up to col. 2, line 11) 
with a G and C content of between 40 and 60 (see Dl, 
p. 107, lines 4 to 9) , baculovirus-type vectors 
containing a nucleotide sequence deprived of their 
3' terminal hydrophobe end (see D2, Fig. 2, PV19S) , 
hosts transfected by such vectors (D2, p. 192, col. 2, 
first paragraph) , PvMSPl-pl9A, PvMSPl-pl9S, pfMSPl- 
pl9A, PfMSPl-pl9S or PcMSPl-pl9S vectors (see D2, 
Fig. 2), amino acid sequences (see Dl, p. 106, Fig.l; 
D3, Figs.l, 2, 6), DNAs which possess a P.vivax 
signal sequence, DNAs which possess a region coding 
for an anchoring amino acid sequence (see D2, p. 194, 
lines 8 to 11 and Fig. 2 PV19A) , hybridomes or more 
precisely a hybridome recognizing P. falciparum such 
as CNCM-1-184 6, separation methods, the use of 
proteins for preparing vaccines, and vaccines 
characterized by a mixture of active ingredients are 
applications or embodiments known from the prior 
art . 

The combination of these applications or 
embodiments, claimed in the present application, 
with objects which do not satisfy the criteria of 
PCT Article 33(2) or (3) (see points 3 or 4 above) 



Form PCT/IPEA/409 (Box V) (January 1994) 



This Page Blank (uspto) 



INTERNATIONAL PREC 



ARY EXAMINATION REPORT 



^^Euional application No. 
eW/FR 97/00290 



is a choice which a person skilled in the art would 
have made according to vthe. c£ses;in. question. Claims 
14-15, 19, 24-31 and 33-45 are not inventive. 
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La date de reception par le Bureau international du ou des documents de priorite correspondent a la ou aux demandes suivantes 
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Demande anterieure no: Date cle priprite: 
9601822 14 fev 1996 (14.02.96) 
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document de priorite 
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Date d'expedition (jour/mois/annee) 
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Destinataire: 



GUTMANN, Ernest 
Ernest Gutmann-Yv 
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Reference du dossier du deposant ou du mandataire 
B3044A-EG 


AVIS IMPORTANT 


Demande internationale no 
PCT/FR97/00290 


Date du depot international (jour/mois/annee) 
14fevrier 1997 (14.02.97) 


Date de priorite (jour/mois/annee) 
14fevrier 1996(14.02.96) 


Deposant 

1NSTITUT PASTEUR etc 



1. II est notifie par la presente qu'a la date indiquee ci-dessus comme date d'expedition de cet avis, le Bureau international a 
communique, comme le prevoit Particle 20, la demande internationale aux offices designes suivants: 

AU,CA,CN,EP,JP,KP,US 



Conformement a la regie 47.1. c), troisieme phrase, ces offices acceptent le present avis comme preuve determinante 
du fait que la communication de la demande internationale a bien eu lieu a la date d'expedition indiquee plus haut, et le 
deposant n'est pas tenu de remettre de copie de la demande internationale a I'office ou aux offices designes. 

2. Les offices designes suivants ont renonce a I'exigence selon laquelie cette communication doit etre effectuee a cette date: 
Aucun 



La communication sera effectuee seulement sur demande de ces offices. De plus, le deposant n'est pas tenu de remettre 
de copie de la demande internationale aux offices en question (regie 49.1 )a-bis)). 

3. Le present avis est accompagne d'une copie de la demande internationale publiee par le Bureau international le 
21 aout 1997 (21.08.97) sous le numero WO 97/30158 

RAPPEL CONCERNANT LE CHAPITRE II (article 31 .2)a) et regie 54.2) 

Si le deposant souhaite reporter I'ouverture de la phase nationale jusqu'a 30 mois (ou plus pour ce qui concerne certains 
offices) a compter de la date de priorite, la demande d'examen preliminaire international doit etre. presentee a 
('administration competente chargee de I'examen preliminaire international avant ('expiration d'un delai de 19 mois a 
compter de la date de priorite. 

II appartient exclusivement au deposant de veiller au respect du delai de 19 mois. 

II est a noter que seul un deposant qui est ressortissant d'un Etat contractant du PCT lie par le chapitre II ou qui y a son 
domicile peut presenter une demande d'examen preliminaire international. 

RAPPEL CONCERNANT L'OUVERTURE DE LA PHASE NATIONALE (article 22 ou 39.1)) 

Si le deposant souhaite que la demande internationale procede en phase nationale, il doit, dans le delai de 20 mois ou 
de 30 mois, ou plus pour ce qui concerne certains offices, accomplir les actes mentionnes dans ces dispositions aupres 
de chaque office designe ou elu. 

Pour d'autres informations importantes concernant les delais et les actes a accomplir pour I'ouverture de la phase 
nationale, voir I'annexe du formulaire PCT/IB/301 (Notification de la reception de I'exemplaire original) et le volume II 
du Guide du deposant du PCT. 



Bureau international de I'OMPI 
34, chemin des Colombettes 
1211 Geneve 20, Suisse 



no de telecopieur (41-22) 740.14.35 



Fonctionnaire autorise 

J.Zahra 

no de telephone (41-22) 338.83.38 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 
(article 1 8 et regies 43 et 44 du PCT) . v . 



Reference du dossier du deposant ou 
du mandataire 

B3044A - EG 


POUR SUITE vo "" la notmcat i°n de transmission du rapport de recherche Internationale 
(formulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 ci-apres 

A DONNER 


Demande Internationale n" 

PCT/ FR 97/ 00290 


Date du depot inteTnzxXon3l(jour/mois/annee) 

14/02/1997 


(Date de priorite (la plus anctenne) 
(jour/moisfannee) 

14/02/1996 


Deposant 

INSTITUT PASTEUR et al . 



Le present rapport de recherche Internationale, etabli par ('administration char gee de la recherche inter nation ale, est trans mis au 
deposant conformement a I' article 18. Une copie en est transmise au Bureau international. 



Ce rapport de recherche international comprend 



feuilles. 



| X I 11 esl aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a l'etat de la technique qui y est cite. 



1 . | X 1 II a etc estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire Tobfet d'une recherche (voir le cadre I). 

2. [^J 0 y a absence d'unite de 1 Invent] on (voir le cadre II). 



3. 



La demande Internationale contient la divulgation d'un list age de sequence de nucleotides ou d'acides amines et la 

recherche Internationale a ete effectuee sur la base du listage de sequence 

| | depose avec la demande international 

| X 1 fourni par le deposant separement de la demande inter nation ale 

| | sans etre accompagnee d'une declaration selon laquelle il n'inclut pas d elements 
allant au-dela de la divulgation faite dans la demande Internationale telle 
qu'elle a ete deposee. 



| | transcrit par l'administration 



4. En ce qui concerne le titre, | | le texte est approuve tel qu'il a ete remise par le deposant 

| X I ^ texte a etc etabli par l'administration et a la teneur suivante: 

PR0TEINE RECOMBINANTE C0NTENANT UN FRAGMENT C-TERMINAL DE MSP-1 DE PLASMODIUM 



5, En ce qui concerne I'abrege, 

□ 



le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par l'administration conformement a la 
regie 38.2b). Le deposant peut presenter des observations a T administration dans un delai 
d'un mo is a compter de la date d expedition du present rapport de recherche Internationale. 



6. La figure des dessins a publier avec I'abrege est la suivante: 

Figure n - Q suggeree par le deposant. Aucune des figures 

□ i tr ^ , ■ , . , . n'est a publier. 

parce que le deposant n a pas suggere de figure. 

1 | parce que cette figure car acte rise mieux l'invention. 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



de Internationale n* 

PCT/ FR 97/ 00290 



Cadre I Observations - torsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point 1 de la premiere feuille) , ., '.• ., if . • _ 

Conformement a I 'article I7.2)a), certaines revendications n'ont pas fait I'objet d'une recherche pour les motifs suivants: : 



Les revendications n os 

se rapp orient a un objet a l'egard duquel 1' administration n est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. | X | Les revendications n 0J 

se rapportent a des parties de la demande Internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en paruculier: 

voir annexe 



□ 



Les revendications n os 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
troisieme phrases de la regie 6.4.a). 

Cadre II Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de ^invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 

L' administration char gee de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande inter nation ale, a savoir: 

voir annexe 



1. Comme toutes les taxes additionnelles ont ete payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 

1 ' internationale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d'une recherche. 

Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort paruculier 
justifiant une taxe addiuonnelle, radministration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 

3. Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

1 ' rapport de recherche internationale ne porte que sur les revendications pour lesquelles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications n°*: 



Aucune taxe additionnelle demandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence, le present rapport 

1 de recherche internationale ne porte que sur l'invention mention nee en premier lieu dans les revendications; elle est 

couvertes par les revendicauons n°*: 



Remarque quant a la reserve j j Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposant. 

| | Le paiement des taxes additionnelles n'etait assorti d'aucune reserve. 
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Demande Internationale No. PCT/FR 97/ 00290 



SUITE DES RENSEIGNEMENTS INDIQUES SUR PCT/ISA/210 ^ -V V \- ; V 



1. Revendications 1 2 4-16, 18 f 26, 42, 43 et partiellement 17, 19, 25, 27-39 : 

Proteine recombinante dont la sequence potypeptidique constitutive essentielle est celle : 

.soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proline 1 de surface (proteine MSP-1 ) de la 

forme merozoTte d'un parasite du type Plasmodium, autre que Plasmodium vivax, et infectieux pour des 

Mammiferes .notamment pour THomme; 

. soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire une reponse immune capable 

d'inhiber une parasitemie in vivo due au parasite correspondant; 

. soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type cellufaire et/ou humorale 

equivalente a celle produite par ce fragment p1 9 ou a la susdite partie de ce fragment; 

vecteur bacuioviral pour I'expression de cette proteine, organisme transfecte par un tel vecteur, ADN synthetique 

contenant une sequence codant pour cette proteine et utilisation dans des compositions vaccinantes. 

. 2. Revendications 17 et 19, toutes deux partiellement: 

Composition vaccinante contre un parasite du type Plasmodium infectieux pour I'Homme contenant a titre de 
principe actif une proteine recombinante dont la sequence polypeptidique constitutive essentielle est celle : 

.soit d'un fragment C-terminai de 19 kilodaltons (p19) de la proline 1 de surface (proline MSP-1) de la 
forme merozoTte d'un parasite du type Plasmodium, infectieux pour FHomme; 

. soit d'une partie de ce fragment des tors qu'elle est apte aussi a induire une reponse immune capable 
d'inhiber une parasitemie in vivo due au parasite correspondant; 

. soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type cellulaire et/ou humorale 
equivalente a cefie produite par ce fragment p19 ou a la susdite partie de ce fragment; 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes conformationnels instables en milieu rdducteur; 
dans le cas non couvert par le sujet 1 d'une proteine ne relevant pas des revendications 2 a 13 ou 16. 

3. Revendications 20-22, 24, 40, 41 , 45 

Production d'un anticorps specifique reconnaissant selectivement la p1 9 d'une proline MSP-1 de fa forme 
merozoTte d'un parasite du type Plasmodium infectieux pour I'homme autre que Plasmodium vivax et ne 
reconnaissant pas Plasmodium vivax; utilisation & des fins diagnostiques ou de purification, et hybridome 
secreteur d'anticorps monoclonaux correspondants. 

Le rapport de recherche complete a 6x6 etabli. 
Obscurite : 

Dans la revendication 3, les termes "p42 correspondante produite dans les memes conditions" sont vagues et 
laissent un doute quant a la signification des caract£ristiques techniques auxquelles iis se referent. Oe plus la 
syntaxe de cette revendication est equivoque ce qui introduit une ambiguity quant a. I'objet reel de la 
revendication. II serait necessaire de reformuler cette revendication pour eliminer toute incertitude. 

Incoherences: 

La revendication 23 concerne un "anticorps monoclonal selon la revendication 20 caractdrise en ce qu'il 
reconnatt specifiquement la p19 de P. vivax. Or la revendication 20 caract6rise ranticorps concern^ par le fait 
qu'il"ne reconnaTt pas P. vivax II y a par consequent incoherence et cette revendication n'a pu etre recherchee. 

La revendication 44 concerne une "composition de vaccin selon la revendication 23". Or la revendication 23 se 
rapporte a un anticorps. Par consequent I'objet de la revendication n'est pas clairement d6fini. La recherche a ete 
effectuee en considerant qu'il s'agissait d'une composition de vaccin selon la revendication 43. 



Recherche incomplete : 

Revendications ayant fait I'objet de recherches completes : 1, 2, 4-22, 24-45 

Revendications n'ayant pas fait I'objet de recherches completes : 3, 23 
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RAPPORT DE RE 



iRCHE INTERNATIONALE 



lie Internationale No 

PCT/FR 97/00290 



A. CLASSEMENT DE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/30 C12N15/86 C07K14/445 C07K16/20 



Scion la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nationale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA RECHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consul tee (systeme de classification suivi des symbol es de classcment) 

CIB 6 C07K 



Documentation consul tee autre que la documentation minimal e dans la mesure ou ces documents relevent des domaines sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consul tee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si cela est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



C ate gone * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, 1'indication des passages pertinents 



no. des re vendi cations visees 



'4- 



MOLECULAR AND BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, 
vol. 74, no. 1, 20 Decembre 1995, 
pages 105-111, XP000603955 
LONGACRE, S. : "The Plasmodium cynomolgi 
merozoite surface protein 1 C-terminal 
sequence and its homologies with other 
Plasmodium species" 
cite dans la demande 

voir page 107, colonne 1, ligne 4 - ligne 
9 

voir page 109, colonne 1, ligne 5 - ligne 
11; figures 1,2 



1,13,25, 
30,31,42 



2,4-12, 
16, 

26-29,42 



Voir la suite du cadre C pour la fin de la tiste des documents 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



* Categories sped ales de documents cites: 

"A* document de finis sant l'etat general de la technique, non 
considere comme particulierement pertinent 

"E" document anterieur, mais publie A la date de depot international 
ou apres cette date 

*L" document pouvant jeter un doute sur une re vendi cation de 
priorite ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu'indiquee) 

'O* document se refer ant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

*P" document publie avant la date de depot international, mais 
posterieurement A la date de priori te re vendi quee 



T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priori te et n'appartenenant pas A l'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constiuiant la base de 1'invention 

"X* document particulierement pertinent; 1' invention re vendi quee ne peut 
etre considere e comme nouvelle ou comme impli quant une acuvite 
inventive par rapport au document considere isolement 

"Y" document particulierement pertinent; 1' invention re vendi quee 

ne peut etre consideree comme imp li quant une activite inventive 
lorsque le document est assocte A un ou plusieurs autres 
documents de me me nature, cette combinaison etant evidente 
pour une personne du metier 

*&* document qui fait partie de la metne famille de brevets 



Date A laquelle la recherche international e a ete efTcctivcment achevee 



25 Aout 1997 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemaoonale 

\ 6. 09. 97 



Nom et adresse postal e de 1' administration charge e de la recherche intemationalc 
Office Europeen des Brevets, P.B. 58 18 Patentlaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax (+31-70) 340-3016 



Fonctionnaire autorise 



Chambonnet, F 



Formulure PCT/ISA,aiO (deuxieme feuUle) (juillet 1992) 
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RAPPORT DE RE 



\\CHE INTERNATIONALE |— 1 



D^^^H: Internationale No 

PCT/FR 97/G029O 



C^sirite) DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



Categoric * Identification des documents cites, avec, le cas echeant, l'mdi cation des passages pertinents 



no. des re vendi cations visecs 



X 
X 



MOLECULAR AND BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, ... 

vol. 64, no. 2, 1 Janvier 1994, ijff; f.7?il 

pages 191-205, XP00O6O3954 

LONGACRE, S. ET AL. : "Plasmodium vivax 

merozoite surface protein 1 C- terminal 

recombinant proteins in baculovirus" 

cite dans la demande 

voir le document en entier 

WO 93 17107 A (MEDICAL RES COUNCIL) 2 
Septembre 1993 

voir le document en entier 



MOLECULAR AND BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, 
vol. 60, no. 2, 1 Janvier 1993, 
pages 303-310, XPO0O603763 
CHAPPEL, J. A. & HOLDER, A. A.: "Monoclonal 
antibodies that inhibit Plasmodium 
falciparum invasion in vitro recognise the 
first growth factor- like domain of 
merozoite surface protein-1" 
voir le document en entier 



JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

vol. 149, no. 2, 15 Juillet 1992, 

BALTIMORE US, 

pages 548-555, XP000605417 

CHANG, S.P. ET AL.: "A carboxy- terminal 

fragment of Plasmodium falciparum gpl95 

expressed by a recombinant baculovirus 

induces antibodies that completely inhibit 

parasite growth" 

voir le document en entier 

EP 0 154 454 A (WELLCOME FOUND) 11 
Septembre 1985 



voir page 2, alinea 3 - page 13, alinea 2; 
revendi cations; exemple 7 



2,4-12, 
'16, 

26-29,42 



17,20 

1,2,4-7, 
10-12, 

16- 18,42 
1,13, 

17- 22, 
24-42 

1,2,4-7, 

10-12, 

16-18,42 



2,4-13, 

16,19, 

24-45 

1,2,17, 
18,42 



1,2,5,6, 
12, 

16-22, 
24-38, 
40-45 
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Internationale No 



PCT/FR 97/00290 



C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 



Categorie " Identification des documents cites, avec, le cas cchcant, l'indication des passages pertinents 



no. des re vendi cations visees 



x,p 



FASEB JOURNAL, 

vol. 10, no- 6, 2 Juin 1996, f ' : . - ! 
page A1117 XP00O604872 : " 
ANGOV E ET AL: "CHARACTERIZATION OF A 
RECOMBINANT PLASMODIUM FALCIPARUM MSP 
C-TERMINAL FRAGMENT USING 
CONFORMATION-SPECIFIC MONOCLONAL 
ANTIBODIES" 
voir abrege 



20 



Formulaire PCT/1S A/210 (suite de la deux ie me feuille) (jutllet 1992) 
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RAPPORT DE REQ 

Renscignements relatifs aux 



ECjOre. 



CHE INTERNATIONALE 

families de brevets 



D^^Jjc Internationale No 

PCT/FR 97/00290 



Document brevet cite 
au rapport de recherche 



Date de 
publication 



Membre(s) de la 
famille de brevets) 



Date de 
publication 



nil 


Q11 7107 


A 
M 




AU 


3570493 A 


1J v-7 7*7 










PA 


71PR10Q A 


0?-0Q-93 

Ufc. W-7 -7J 










FP 

LI 


0fi?7004 A 


07-1?-94 

Uf 1L -7*t 










.IP 


7504321 t 


18-05-05 
AO uj y<j 










N7 


?49?08 A 


CU UJ -7U 


PP 




A 


Th-09-85 


AN 


" "5Q774Q R 


75-01 -on 

tJ Ul 7U 










AU 


3904685 A 


05-09-85 










GB 


2154592 A 


11-09-85 










IL 


74409 A 


26-08-94 










JP 


2584733 B 


26-02-97 










JP 


61019490 A 


28-01-86 










JP 


6189772 A 


12-07-94 










US 


5597708 A 


28-01-97 
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TRAITE DE COOPERATION EN MATHER E DE BREVETS 



PQ% • ■ 1 Rec-d t'8 T MAY 1998 

RAPPORT D" EXAM EN PRELIMINAIRE INTERNATTc^AL '~ 





(article 36 et regie 70 du PCT) 


Tc 


Reference du dossier du d^posant ou du 
mandataire B3044A - EG 


nr^i id ci iitc a n^MMCD voir la notification de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pre |jminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 


Demande internationale n" 
PCT/FR97/00290 


Date du d§pdt international (jour/mois/annee) 
14/02/1997 . 


Date de priority (jour/mois/annee) 
14/02/1996 


Classification internationale des brevets (CIB) ou a la fois classification nationale et CIB 




C12N 15/30 






D6posant 

INSTITUT PASTEUR et al. 



1 . Le present rapport d'examen preliminaire international, etabli par I'administration chargee de I'examen preliminaire 
international, esttransmis au deposant conformement a I'article 36. 

2. Ce RAPPORT comprend 7 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
ete modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faites aupres de 
I'administration chargee de I'examen preliminaire international (voir la regie 70.16 et ('instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 



Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 



It 


□ 


III 




IV 


□ 


V* 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 



industrielle 



Declaration motivee selon ('article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 



Date de presentation de la demande d'examen preliminaire 
internationale 

24/07/1997 


Date d'achevement du present rapport 

H 05.98 


Norn et adresse postale de ('administration chargee de 
I'examen preliminaire international 

Office europeen des brevets 
^ D-80298 Munich 
Spl Tel. (+49-89) 2399-0. Tx: 523656 epmu d 
Fax: (+49-89) 2399-4465 


Fonctionnaire autorise _ _ 

Pitat. D (| J 
N- de telephone (+49-89) 2399-8668 ^^V^^j^ 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



• * 
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RAPPORT D I EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



l » 'X?- Demande Internationale n° PCT/F;R 97/00290 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (les feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees, dans le present 
rapport, comme "initiaiement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'elles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1-41 version initiate 

Revendications, N°: 

1 -45 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/32-32/32 version initiale 

2. Les modifications ont entraine I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n os : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, le cas echeant : 



III. Absence de formulation d opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility d'application 
industrielle 

La question de savoir si I'objet de ('invention revendiquee semble etre nouveau, impliquer une activite 
inventive (ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas ete examinee pour 
ce qui concerne : 

□ ('ensemble de la demande intemationale. 

les revendications n os 3,23. 
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RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale n° PCT/FR97/00290 



parce que : 

□ la demande international, ou les revendications n os en question, se rapportent a j'objet suivant, a I'egard 
duquel ('administration chargee de I'examen preliminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international {precise?) : 



El la description, les revendications ou les dessins (en indiquer les elements chdessous), ou les revendications 
n os 3,23 en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable 
(precise r) : 

voir feuille separee 

□ les revendications, ou les revendications n os en question, ne se fondent pas de faq:on adequate sur la 
description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ il n'a pas ete etabli de rapport de recherche intemationale pour les revendications n os en question. 



V. Declaration motivee selon l article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
^application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


9,13-15,19,24-31,33-45 




Non : 


Revendications 


1,2,4-8,10-12,16-18,20-22,32 


Activite inventive 


Oui : 


Revendications 






Non : 


Revendications 


9,13-15,19,24-31.33-45 


Possibility d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1,2,4-22,24-45 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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RAPPORT D EXAMEN Demande intemationale n° PCT/FR97/00290 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Section III: & : 

1 ) La revendication 3 est obscure. Les caracteristiques qui defiriissent la proteine ne 
peuvent etre evaluees. L'inhibition de "la.reactivite d'un antiserum humain immune 
avec la p42 correspondante"? "aussi bien que cette p42 elle-meme"? sont des 
caracteristiques obscures. 

2) La revendication 23 est obscure. Elle se refere en effet a la revendication 20 qui ne 
reconnait pas P. vivax alors que la caracteristique additionnelle de la revendication 
23 est la reconnaissance specifique de P. vivax. 

Section V: 

1 ) Citations 

II est fait reference aux documents suivants: 

D1 Molecular and Biochemical Parasitology, vol 74, n°1 20/12/95 p105-1 1 1 
Longacre, S et al. 

D2 Molecular and Biochemical Parasitology, vol 64, n°2, 1/1/94, p.1991-205, 

Longacre, S. et al. 
D3 WO-A-9317107 

D4 Molecular and Biochemical Parasitology, vol 60, n°2, 1/1/93, p303-310, 

Chappel, J. A. et Holder, A.A. 
D5 EP-A-1 54454 

2) Priorite (Article 8 PCT) 

La revendicatL . de la presente demande se refere a "une proteine dont la 
sequence polypeptidique constitutive essentielle est celle soit d f un fragment C- 
terminal de 19 kilodaltons de la proteine 1 de surface (MSP-1) qui est infectieux 
pour des mammiferes ..." alors que le document de priorite fait uniquement 
reference a Phomme (document de priorite p.4 lignes 21-23). 

La revendication 2 se refere a u une proteine reconnue par des antiserums 
humains ... ou contre un Plasmodium homoloaue lorsau'elle est a I'etat non reduit 
ou dans un etat reduit non irreversible, mais non reconnue ou p eu reconnue par 
ces meme antiserums lorsqu'elle est irreversible reduite " alors que le document 
de priorite fait uniquement reference a des proteines reconnues par des serums 
humains formes contre le Plasmodium correspondant (document de priorite p. 14 
lignes 13-16). 

La revendication 44 se refere a "une composition de vaccin choisi parmi des 
melanges suivant: ... ". Aucun melange cite dans ladite revendication n'est decrit 
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dans le document de priorite. • • : ,v ■' " - 

Enfin la revendication 45 se refere a un hvbridome CNCM 1-1846 . Aucun 
hybridome CNCM 1-1846 n'est mentionne dans le document de priorite. 

Par consequent, les expressions ci-dessus, qui ne sont pas supportees par le 
contenu du document de priorite, sont des modifications qui etendent I'objet de la 
demande au-dela de son contenu original. Les revendications qui les contiennent 
ne jouissent done pas du droit de priorite associe au document FR96-01822 
(14.02.96). Le document P(x) cite dans le rapport de recherche international peut 
done etre considere comme faisant partie de Tart anterieur par rapport a ces 
revendications. 

3) Nouveaute (Article 33 (2) PCT) 

3.1) Une proteine recombinante dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle d'un fragment C-terminal de 19 kDa de MSP-1 d'un parasite 
du type Plasmodium et infectieux pour des mammiferes a ete decrite dans le 
document D3 (voir revendication 3 et Fig 4 bas de page "MSP1 19 "). La sequence 
polypeptidique provient d'une souche Plasmodium falciparum. Cette souche est 
infectieuse pour I'homme. 

D3 decrit, I'utilisation d'une partie de ce fragment ou peptide (voir D3, 
revendication 1 ou 2) ayant la sequence d'acide amine decrite a la Fig. 6 (P. 
yoelii) afin d'induire une reponse immune (voir exemple 2 et Table 1). 
La revendication 1 n'est done pas nouvelle. La meme conclusion s'applique aux 
revendications 4 a 8 et 12. 

3.2) D4, qui reprend les memes constructions que D3, montre qu'un serum immun de 
lap'in, obtenu a I'aide de P. falciparum MSP-1, est capable de les detecter (voir 
D4 Fig. 4). Le simple fait de caracteriser une proteine par des parametres qui 
n'ont pas ete mesures, comme par exemple, pour la revendication 2, la 
reconnaissance des proteines par un antiserum humain, ne rend pas cette 
proteine nouvelle. 

3.3) D3 montre qu'apres dialyse du fragment MSP-EGF combine, le compose est 
soluble dans PBS (voir D3 p. 17 1er paragraphe). Les revendications 10 et 1 1 ne 
sont pas nouvelles. 

3.4) D3 decrit la production de polypeptide selon la revendication 1 (voir D3, Fig. 1 et 
2 et point 3.1 ci-dessus) fusionne a un groupe GST ou autre (voir D3, p.6, 2eme 
paragraphe ou p. 14, 1er paragraphe). La revendication 16 n'est done pas 
nouvelle. 

3.5) Des vaccins comprenant les proteines decrites au point 3.1 ci-dessus sont 
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connus dans fart anterieur (voir D3, revendications 11 et 12, et table 2). Les 
revendications 17 et 18 sont pas nouvelles. 

3.6) Des anticorps monoclonaux reconnaissant le fragment p19 de la proteine MSP-1 
d'un Plasmodium falciparum, qui est infectieux pour I'homme, ont ete decrits dans 
D4 (voir p.306, lignes 12-16 et Fig. 2 a 4). Les revendications 20 a 22 ne sont 
done pas nouvelles. 

Le fait que les anticorps des revendications 20 a 23 ne reconnaissent pas P. 
vivax, ne peut etre considere, car ce parametre pourrait etre satisfait, si ce 
parametre etait mesure. 

3.7) Une sequences d'ADN codant pour MSP-1 de P. falciparum est decrit dans I'art 
anterieur (voir D5, Fig.1 A-l). La revendications 32 n'est done pas nouvelle. 

4) Activite inventive (Article 33 (3) PCT) 

4.1 ) Le document D2 devoile (Fig.2) des constructions comprenant la sequence 
d'acide amine de P. vivax (voir aussi D2, p. 193, 3eme paragraphe). L'homme de 
metier afin d'obtenir une proteine ancree a la surface de la cellule Sf9 (cellule 
d'insecte) comprenant un groupe glycosylphosphatidylinositol (GPI) (voir D2, 

p. 197, col.2, lignes 4-9), provenant d'une souche de Plasmodium autre que celle 
provenant de P.vivax, echangera la sequence P. vivax (PV19A) par une 
sequence correspondante de P. falciparum. Des resultats indiquent qu'une telle 
sequence (GPI) est egalement presente dans P. falciparum (voir D2, p. 197, col.2, 
2eme paragraphe). Aucune activite inventive ne peut etre reconnue pour la 
revendication 9. 

4.2) Le document D2 devoile (Fig.2) des constructions comprenant la sequence 
d'acide amine de P. vivax (voir aussi D2, p. 193, 3eme paragraphe). L'homme de 
metier afin d'obtenir une proteine provenant d'une souche de Plasmodium autre 
que celle provenant de P.vivax, echangera la sequence P. vivax (PV19A ou 
PV19S) par la sequence correspondante de P. cynomolgi. Le document D1 
devoile (Fig. 1) la sequence d'acide amine de P. cynomolgi. 

De meme, afin d'obtenir un fragment similaire a celui decrit dans D3, c-a-d un 
fragment p19 ou une partie de ce fragment contenant au moins un motif EGF 
(voir ci-dessus point 3.1), l'homme de metier remplacerait la sequence de P. 
falciparum par celle correspondante de P. cynomolgi. Aucune activite inventive ne 
peut etre reconnue pour la revendication 1 3. 

4.3) Des oligomeres, des vaccins contenant des oligomeres, un procede de diagnostic 
utilisant des anticorps (voir point 3.5 ci-dessus), des vecteurs du type baculovirus 
(voir D2, titre et p. 192, col.1 dernier paragraphe jusqu'a col.2 ligne 11) ayant une 
teneur en G et C comprise 40 a 60 (voir D1 , p.107, lignes 4-9), des vecteurs de 
type baculovirus contenant une sequence nucleotidique depourvue de leur 
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extremite 3'terminale hydrophobe (voir D2, Fig.2 PV19 S), des hotes transfectes 
par de tels vecteurs (D2, p. 192, col.2 1er paragraphe), des vecteurs PvMSPI- 
p19A, PvMSP1-p19S, pfMSP1-p19A, PfMSP1-p19S ou PcMSP1-p19S (voir D2, 
Fig.2), des sequences d'acide amine (voir D1, p. 106 Fig.1; D3, Fig.1 Fig.2 Fig. 6), 
des ADN qui possedent une sequence signal P.vivax, des ADN qui possedent 
- une region codant pour une sequence d'acide amine d'ancrage (voir D2, p. 194, 
lignes 8-1 1 et Fig 2. PV19A), des.hybridomes ou plus precisement un hybridome 
reconnaissant P. falciparum comme CNCM-l-1846, des procedes de separations, 
I'utilisation de proteines pour la preparation de vaccins, des vaccins caracterises 
par un melange de principe actifs sont des applications ou des modes de 
realisations connus dans I'art anterieur. 

L'association de ces applications ou modes de realisation, revendiques dans la 
presente demande, a des objets qui ne satisfont pas aux criteres 33(2) ou 33 (3) 
PCT (voir points 3 ou 4 ci-dessus) est un choix que I'homme du metier aurait 
effectue selon les cas d'espece. Les revendications 14-15, 19, 24-31 et 33-45, ne 
sont pas inventives. 
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(57) Abstract 

The invention relates to a recombinant protein fabricated in a baculovirus system, of which the essential constitutive polypeptide 
sequence is that of a C-terminal fragment of 19 kilodalton (pl9) of the surface protein 1 (protein MSP-1) of the merozoite parasite of 
the Plasmodium type, particularly Plasmodium falciparum, which is infectious for humans, said C-terminal fragment remaining normally 
anchored at the surface of the parasite at the end of its penetration phase into human erythrocytes, in the occurrence of an infectious cycle. 
Said recombinant protein is applicable to the production of vaccines against malaria. 

(57) Abrege* 

L'invention concerne une proline recombinante, fabriquee dans un systeme a baculovirus, dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (pl9) de la proline 1 de surface (prot^ine MSP-1) de la forme m6rozoYte d'un 
parasite du type Plasmodium, en particulier Plasmodium falciparum, infectieux pour l'Homme, ce fragment C-terminal restant normalement 
ancrd a la surface du parasite au terme de sa phase de p6n6tration dans des drythrocytes humains, a roccasion d'un cycle infectieux. Cette 
proline recombinante est applicable a la production de vaccins contre la malaria. 
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PROTEINE RECOMB IN ANTE CONTENANT UN FRAGMENT C -TERMINAL DE MSP-1 DE PLASMODIUM 



L'invention concerne de nouveaux principes actifs de vaccins 
derives de la proteine majeure de surface de formes merozoites d'un 

10 Plasmodium infectieux pour des mammiferes, notamment Thomme, plus 
generalement connue sous la designation MSP-1. 

Cette proteine a deja fait I'objet d'etudes nombreuses. Elle est 
synthetisee dans le stade schizonte des parasites du type Plasmodium, 
notamment Plasmodium falciparum, et est exprimee sous forme de Tun des 

15 constituants majeurs de la surface des merozoites aussi bien pendant le 
stade hepatique que pendant le stade erythrocytaire du paludisme (1, 2, 3, 
4). En raison du caractere predominant et de la conservation dans toutes 
les especes de Plasmodium connues de cette proteine, il a ete suggere 
qu'elle pourrait representer un candidat pour la constitution de vaccins 

20 anti-paludiques (5, 6). 

II en a encore ete de meme pour des fragments de cette proteine, 
particulierement des produits naturels de clivage dont Ton observe la 
formation, par exemple au cours de I'invasion par le parasite des 
erythrocytes de I'hote infecte. Parmi, ces produits de clivage, on relevera le 

25 fragment C-terminal ayant un poids moleculaire de 42 kDa (7,8) qui est a 
son tour dive une nouvelle fois en un fragment N-terminal ayant un poids 
moleculaire apparent conventionnel de 33 kDa et en un fragment C- 
terminal ayant un poids moleculaire apparent conventionnel de 19 kDa (9) 
qui reste normalement fixe a la membrane du parasite au terme des 

30 modifications dont il est lui-meme I'objet, par I'intermediaire de groupes du 
type glycosylphosphatidylinositol (GPI) (10, 11). 
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On le retrouve encore au stade anneau precoce du cycle de 
developpement intraerythrocytaire (15, 16), d'ou les observations qui ont 
ete faites que ce fragment de 19kDa pourrait jouer un role non encore 
connu, mais sans doute essentiel dans les processus reinvasifs. De la 
5 decoulent les hypotheses deja formulees dans le passe que cette proteine 
pourrait constituer une cible particulierement efficace pour d'eventuels 
vaccins. 

II sera entendu que les references souvent faites dans ce qui suit a 
des proteines p42 et p19 issues d'un certain type de Plasmodium 

10 s'entendent comme se rapportant aux produits de clivage C-terminaux 
correspondants de la proteine MSP-1 de ce Plasmodium, ou, par 
extension, a des produits contenant sensiblement les memes sequences 
en acides amines, obtenus par recombinaison genetique ou par synthese 
chimique selon les techniques classiques, par exemple par synthetiseur de 

15 type « Applied System » ou par synthese sur phase solide de type 
« Merrifield ». Pour la commodite du langage, les references a des « p42 
recombinantes » et des « p19 recombinantes » se rapportent a des « p42 » 
et « p19 » obtenues par des techniques comportant au moins une etape de 
genie genetique. 

20 Devant la difficulty d'obtenir des quantites importantes de parasites 

pour P.falciparum et I'impossibilite de cultiver P.vivax in vitro, il est devenu 
evident que le seul moyen de produire un vaccin antipaludique necessite 
un recours aux techniques permettant I'utilisation des peptides ou 
proteines recombinantes. Mais, le MSP-1 est tres difficile a produire en 

25 entier a cause de sa grande taille d'environ 200 kDa, un fait qui a conduit 
les chercheurs a s'interesser a la partie C-terminale dont la fonction, 
encore inconnue, est vraisemblablement la plus importante. 

Au titre, des proteines recombinantes concernant la partie C- 
terminale de MSP-1 de P.falciparum, qui ont ete produites et testees chez 

30 le singe {12, 40, 41) on mentionnera : 
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. une p19 fusionnee avec une glutathione-S-transferase produite dans 
E.coli (40), 

. une p42 fusionnee avec une glutathione-S-transferase produite dans 
E.coli (12), 

5 . une p19 fusionnee avec un polypeptide issu d'une anatoxine tetanique 
et porteur d'epitopes de cellules T auxiliaires produites dans 
S.cerevisiae (12), 
. une p42 produite dans un systeme baculovirus (41). 

10 Une composition contenant la proteine de fusion p19 avec une 

glutathione-S-transferase produite dans E.coli en association avec alun ou 
liposomes n'a pas exerce d'effet protecteur sur aucun des six singes Aotus 
nancymai vaccines (40). 

Une composition contenant la proteine de fusion p42 avec une 

15 glutathione-S-transferase produite dans E.coli en association avec un 
adjuvant complet de Freund n'ont pas exerce d'effet protecteur dans les 
deux types de singes Aotus (A. nancymai et A.vociferans) auxqueis elles 
avaient ete administrees. La proteine p19 produite dans S.cerevisiae a 
exerce un effet protecteur dans deux singes Aotus de type A. nancymai 

20 (12). Par contre elle n'a pas exerce d'effet protecteur dans deux singes 
Aotus de type A.vociferans. 

Certains chercheurs (Chang et al.) ont egalement rapporte des 
essais d'immunisation realises chez le lapin avec une proteine 
recombinante p42 produite dans un systeme baculovirus et contenant une 

25 sequence d'acides amines en commun avec P.falciparum (18). Ainsi ces 
derniers auteurs indiquent-ils que cette p42 recombinante se comporte 
chez le lapin sensiblement de la meme fa<pon que la proteine MSP-1 
recombinante entiere (gp195). Cette proteine p42 en association avec un 
adjuvant complet de Freund a fait Tobjet d'un essai de vaccination dans un 

30 primate non-humain susceptible a I'infection par P.falciparum., Aotus, 
lemurinus grisemembra (40). Les resultats montrent que 2 sur 3 animaux 
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ont ete completement proteges et le troisieme, bien que montrant une 
parasitemie semblable aux controles, avait une periode latente plus 
longue. I! est neanmoins hasardeux de conclure au caractere protecteur 
chez I'homme des anticorps ainsi induits a I'encontre des parasites eux- 

5 memes. Rappelons en effet qu'il n'existe pas actuellement de modeles 
experimentaux tres satisfaisants chez le primate pour P. vivax et 
P.falciparum. Le modele Saimiri, qui a ete developpe pour P.falciparum et 
P. vivax, et le modele Aotus pour P.falciparum, sont des systemes 
artificieis, necessitant ['adaptation de souches de parasite et souvent la 

10 splenectomie des animaux pour obtenir des parasitemies significatives. En 
consequence, les resultats de vaccination provenant de ces modeles ne 
peuvent avoir qu'une valeur predictive limitee pour 1'Homme. 

On peut de toute fa<?on aussi s'interroger sur ce que serait un taux 
reel de vaccination susceptible d'etre eventuellement obtenu avec de telles 

15 proteines recombinantes, compte tenu de la constatation -rapportee plus 
loin- qui a ete faite de la presence dans les p42 issues des Plasmodiums 
de la meme espece, et plus particulierement dans les p33 
correspondantes, de regions hypervariables qui rendraient aleatoires en 
de nombreux cas Tefficacite immunoprotectrice des anticorps induits chez 

20 des personnes vaccinees par une p42 issue d'une souche de Plasmodium 
a I'encontre d'une infection par d'autres souches de la meme espece (13). 

On peut meme supposer que le polymorphisme important de la 
partie N-terminale du p42 joue un role significatif dans I'echappement 
immunitaire, souvent observe pour ce type de parasites. 

25 La presente invention a pour objectif la production de proteines 

recombinantes vaccinantes echappant a ces difficultes, dont I'effet 
protecteur est verifiable dans des modeles experimentaux reellement 
significatifs, ou meme directement chez Thomme. 

L'invention concerne plus particulierement des compositions 

30 vaccinantes contre un parasite du type Plasmodium infectieux pour 
I'homme, contenant a titre de principe actif une proteine recombinante 



WO 97/30158 PCTYFR97/00290 



glycosylee ou non, dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle : 

• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite d'un parasite du type 

5 Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle 
infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
10 une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 

parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent a ce fragment p19 ou a 
la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 

15 conformationnels instables en milieu reducteur et constituant, de 
preference, la majorite des epitopes reconnus par des antiserums humains 
formes contre le Plasmodium correspondant. 

La presence de ces epitopes conformationnels pourrait jouer un role 
important dans I'efficacite protectrice du principe actif de vaccins. On tes 

20 retrouve tout particulierement dans les principes actifs presentant par 
ailleurs les autres caracteristiques definies ci-dessus, lorsqu'ils ont ete 
produits dans un systeme vecteur baculovirus. S'il en est besoin, il est 
mentionne ci-apres que par I'expression « systeme de vecteur 
baculovirus » on entend ('ensemble que constitue le vecteur type 

25 baculovirus lui-meme et les lignees cellulaires, notamment cellules 
d'insectes transfectables par un baculovirus modifie par une sequence a 
transferer dans ces lignees cellulaires avec pour resultat I'expression de 
cette sequence transferee. Des exemples preferes de ces deux partenaires 
du systeme baculovirus, ont ete decrits dans ('article de Longacre et al. 

30 (19). C'est le meme systeme qui a ete utilise dans les exemples qui 
suivent. II va naturellement de soi que des variants, tant du baculovirus 
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que des cellules infectables par ce baculovirus peuvent etre utilises en lieu 
et place de celui qui a ete choisi. 

En particulier ladite proteine recombinante est reconnue par des 
antiserums humains formes contre le Plasmodium correspondant ou contre 
5 un Plasmodium homologue lorsqu'elle est a I'etat non reduit ou dans un 
etat reduit non irreversible, mais non reconnue ou peu reconnue par ces 
memes antiserums, lorsqu'elle est irreversiblement reduite. 

Le caractere instable en milieu reducteur de ces epitopes 
conformationnels peut etre mis en evidence, notamment par le test decrit 

10 plus loin dans les exemples, notamment en presence de 
P-mercaptoethanol. De meme sont indiquees dans des exemples ci-apres 
des conditions experimentales applicables a Tobtention d'une reduction 
irreversible des proteines conformes a invention. 

De ce point de vue, la proteine recombinante produite par 

1 5 S. Longacre et aL (14) peut etre mise en oeuvre dans de tels compositions. 
II est rappele que S. Longacre et al. reussirent a produire une pi 9 
recombinante issue de la MSP-1 de P.vivax dans un systeme vecteur a 
baculovirus contenant une sequence nucleotidique codant pour la p19 de 
Plasmodium wvax, en particulier par transfection de cultures de cellules 

20 d'insectes [lignee de Spodoptera frugiperda (S/9)] avec des baculovirus 
vecteurs contenant, sous le controle du promoteur de la polyhedrine, une 
sequence codant pour les fragments peptidiques definis ci-dessous, dont 
les sequences etaient placees dans I'ordre suivant dans le vecteur 
baculovirus utilise : 

25 o fragment S'-terminal de 35 paires de bases de la sequence signal de ta 
polyhedrine, dont avait ete mute (en ATT) le codon methionine 
d'initiation de ('expression de cette proteine; 
o un fragment S'-terminal nucleotidique codant pour un peptide de 32 
acides amines correspondant a la partie N-terminale de MSP-1, y 

30 compris le peptide signal de MSP-1 ; 
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• soit une sequence nucleotidique codant pour la p19, soit une 
sequence codant pour la p42 de la proteine MSP-1 de Plasmodium 
vivax, ces sequences etant aussi, selon le cas, soit pourvues (formes 
« ancrees »), soit depourvues (formes solubles) des regions 

5 d'extrernite 3' de ces sequences de nucleotides dont les produits 

d'expression C-terminaux extremes sont reputes jouer un role essentiel 
dans Tancrage de la proteine finale p19 sur la membrane du parasite ; 

• 2 codons stop TAA. 

Pour la p42, les sequences derivees de la region C-terminale de 

10 MSP-1 s'etendaient par consequent de I'acide amine Asp 1325 a I'acide 
amine Leu 1726 (forme ancree) ou a I'acide amine Ser 1705 (forme 
soluble) et pour la p19, les sequences s'etendaient de I'acide amine lie 
1602 a I'acide amine Leu 1726 (forme ancree) ou a I'acide amine Ser 1705 
(forme soluble), etant entendu que les sequences en acides amines 

15 completes de p42 et p19 dont les acides amines initiaux et terminaux ont 
ete indiques dans ce qui precede decoulent du gene de I'isolat Belem de 
P.vivax qui a ete sequence (20). 

Des resultats semblables ont ete obtenus en mettant en oeuvre 
dans les memes systemes de vecteurs des sequences nucleotidiques 

20 codant pour la p42 et la p19 de Plasmodium cynomolgi. P.cynomolgi 
presente un double interet : c'est une espece parasitaire tres proche de 
P.vivax qui est infectieuse pour le macaque, tl peut aussi infecter I'Homme. 
On a egalement acces a des hotes naturels de P.cynomolgi, les singes 
rhesus et les singes toques, pour tester Tefficacite de protection du MSP-1 

25 de P.cynomolgi dans des systemes naturels. Le singe rhesus est considere 
comme une des especes les plus representatives des reactions 
immunitaires chez I'Homme. 

En particulier, on a obtenu d'excellents resultats dans des essais de 
vaccination realises chez le singe toque avec deux polypeptides 

30 recombinants : la p42 et, surtout, la p19 solubles, derivees de P.cynomolgi, 
respectivement produites dans un systeme baculovirus et purifiees sur 
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colonne cTaffinite avec des anticorps monocionaux reconnaissant les 
regions correspondantes de la proteine MSP-1 native. Les observations 
suivantes ont ete faites : les six singes immunises avec le seul p19 (trois 
singes) et le 19 et p42 ensemble (3 singes) ont tous temoigne d'une 

5 immunite presque sterile apres infection d'epreuve. Les resultats obtenus 
chez les trois singes immunises avec le p42 ont ete moins significatifs. 
Deux d'entre eux se sont comportes comme les precedents, mais si le 
troisieme a manifeste une parasitemie moins impbrtante que des temoins 
immunises avec un tampon PBS en presence de I'adjuvant de Freund (3 

0 singes) ou non immunises (3 singes), elle n'en n'etait pas moins patente. 

Une deuxieme infection d'epreuve montrant que les singes ayant 
regu la p19 seule etaient proteges au moms pendant six mois. Un 
deuxieme essai de vaccination avec la p19 en association avec alun dans 
ce systeme (P.cynomolgifs'inge toque) a demontre une protection 

5 significative pour 2 des 3 singes. C'est la premiere fois que la MSP-1 ou un 
autre antigene recombinant a demontre un effet protecteur en presence 
d'alun (42). 

Les resultats des essais particulierement efficaces realises chez le 
macaque avec des polypeptides recombinants produits dans un systeme 

0 baculovirus mettant en oeuvre une p19 recombinante de P.cynomolgi\ 
etablissent que des polypeptides recombinants contenant respectivement 
des p19 recombinantes issus d'autres Plasmocliums doivent se comporter 
de la meme maniere. Ms sont « plus parlants » pour le paludisme chez 
I'Homme que les resultats d'essais realises avec P.vivax ou P.fa/ciparum 

5 dans leurs « hotes artificiels ». 

Les proteines recombinantes de baculovirus, derivees d'une partie 
C-terminale de MSP-1 (p19), ont un effet protecteur antipaludique tres 
significatif dans un systeme naturel, qui constitue le modele d'evaluation 
de r effet protecteur de MSP-1 le plus representatif pour I'homme. 

0 L*effet protecteur obtenu pourrait etre d'autant meilleur que la forme 

p19 est depourvue de la region hypervariable de la partie N-terminale du 
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p42, dont I'effet peut etre deletere dans des situations naturelles dans 
lesquelles le sujet vaccine est confronte a un polymorphisme important. 
Aussi la p19 semble posseder des epitopes specifiques qui ne sont pas 
presents dans la p42. 
5 Le fragment C-terminal de 19 kDa dont la sequence est presente 

dans le principe actif du vaccin peut etre limite a la sequence de la p19 
elle-meme, en I'absence de toute sequence polypeptidique normalement 
en amont de la sequence de p19 dans la proteine MSP-1 correspondante. 
II va neanmoins de soi que la sequence polypeptidique constitutive 

10 essentielle du principe actif peut encore comporter une sequence 
polypeptidique du cote C-terminal appartenant au fragment N-terminal de 
33 kDa (p33) encore associee a la p19 dans la p42 correspondante, avant 
le clivage naturel de cette derniere, et cela chaque fois que la presence de 
ce fragment n'est pas de nature a modifier les proprietes immunologiques 

15 du principe actif du vaccin. Comme cela sera vu plus loin, notamment a 
propos de la description des exemples, les sequences C-terminales de la 
p33 de souches diverses d'une meme espece de Plasmodium (voir la 
partie C-terminale des sequences peptidiques de la « region III » de la 
figure 4), presentent aussi encore un degre d'homologie ou de 

20 conservation substantielle de la sequence, par exemple de I'ordre de 80% 
au moins, dans differentes varietes de Plasmodiums infectieux pour 
I'homme, de sorte qu'elles ne sont pas de nature a modifier 
fondamentalement les proprietes vaccinantes du principe actif (dont la 
sequence correspond a la region IV) de la figure 4, en particulier dans 

25 Thypothese qui decoule de cette figure le site de clivage presume entre la 
p19 et la region III de la p33 se situe entre les residus leucine et 
asparagine dans une region particulierement bien conservee (LNVQTQ). 

Normalement la sequence polypeptidique C-terminale de la p33, 
lorsqu'elle est presente, comprend moins de 50 residus d'acides amines, 

30 voire meme moins de 35, ou meme moins de 10 residus d'acides amines. 
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A rinverse, la sequence polypeptidique constitutive essentielle du 
principe actif de vaccin peut ne pas comporter la totalite de la sequence 
codant pour la p19, naturellement sous reserve que cette derniere 
conserve la capacite d'induire des anticorps protecteurs centre le parasite. 
5 En particulier la susdite « partie de fragment a un poids moleculaire de 10 
a 25 kDa, notamment de 10 a 15kDa. De preference, cette partie de 
fragment polypeptidique contient au moins Tune des deux regions EGF 
(abbreviation de ('expression anglaise « Epidermal Growth Factor »). 

II est clair que I'homme du metier est a meme de faire la difference 

10 entre les fragments actifs et ceux qui cesseraient de i'etre, notamment de 
fagon experimental en produisant des vecteurs modifies contenant des 
inserats issus de la p19 de longueurs differentes, respectivement isoles a 
partir des fragments obtenus a partir de la sequence codante pour la p19, 
par reaction avec des enzymes de restriction appropries, ou encore par 

15 des enzymes exonucleolytiques qui auraient ete maintenus au contact du 
fragment codant pour la p19 pendant des temps variables ; la capacite des 
produits d'expression de ces inserats dans des cellules eucaryotes 
correspondantes, notamment des cellules d'insectes, transformees par les 
vecteurs modifies correspondents, a exercer un effet protecteur, pouvant 

20 alors etre testee, notamment dans les conditions experimentales qui seront 
decrites plus loin, a propos des exemples. En particulier, les produits 
d'expression de ces inserats doivent etre aptes a inhiber une parasitemie 
induite in vivo par le parasite correspondant entier. 

De meme, I'invention inclut toutes compositions vaccinantes dans 

25 lesquelles la sequence polypeptidique constitutive essentielle du principe 
actif serait constitue d'un peptide capable d'induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale equivalente a celle 
produite par la p19 ou au fragment tel qu'il vient d'etre defini, des lors que 
I'addition, la deletion ou la substitution dans sa sequence de certains 

30 acides amines par d'autres n'entraineraient pas une modification 
importante de la capacite du peptide ainsi modifie -ci-apres appele 
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« peptide immunologiquement equivalent »- a aussi inhiber la susdite 
parasitemie. 

Le fragment de la p19 peut naturellement aussi etre associe que ce 
soit du cote N-terminal ou du cote C-Terminal ou par I'intermediaire d'une 
5 liaison peptidique a un autre fragment de proteine plasmodiale ayant un 
potentiel vaccinant comme par exemple une proteine (« Duffy Binding 
Protein » de P. vivax (29) ou EBA-175 de P. falciparum (30) et (31) dont 
une region est specifiquement riche en cysteine), sous reserve que ne soit 
pas alteree, au contraire amplifiee, sa capacite d'inhiber une parasitemie 

10 normalement introduce in vivo par le parasite correspondant 

Le fragment codant pour la p19 ou une partie de celle-ci, peut 
contenir egalement, en amont de I'extremite N-terminale de p19, une 
sequence peptidique encore differente, par exemple a un fragment 
C-terminal du peptide signal utilise, tel que celui de la proteine MSP-1. 

15 Cette sequence comprend de preference moins de 50 acides amines, par 
exemple de 10 a 40 acides amines. 

Ces observations s'etendent de la meme fa?on a des p19 issues 
d'autres Plasmodium, en particulier P.falciparum, I'espece dominante des 
parasites, responsable d'une des formes les plus graves de paludisme. 

20 Mais les techniques rappelees ci-dessus pour la production dans un 

systeme de baculovirus d'une p19 recombinante issue de P. vivax ou 
P.cynomolgi sont difficilement transposables telles quelles a la production 
d'une p19 recombinante de P.falciparum avec un rendement satisfaisant, 
ne fut-ce que pour obtenir des quantites appreciates autorisant la 

25 realisation d'essais d'immunoprotection. 

L'invention fournit egalement un procede remediant en grande 
partie a cette difficulte. II devient aussi possible d'obtenir des rendements 
beaucoup plus importants en p19 de P.falciparum -et d'autres 
Plasmodiums lorsque Ton rencontre des difficultes semblables- en mettant 

30 en oeuvre une sequence nucleotidique synthetique de substitution a la 
sequence nucleotidique naturelle codant pour la p19 de Plasmodium 
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falciparum dans un vecteur d'expression d'un systeme baculovirus, cette 
sequence nucleotidique synthetique codant pour la meme p19, mais etant 
caracterisee par une proportion de nucleotides G et C plus elevee que 
dans la sequence nucleotidique naturelle. 
5 En d'autres termes, I'invention decoule de la decouverte que 

('expression dans un systeme baculovirus d'une sequence nucleotidique 
codant pour une p19, etait apparemment liee a une compatibilite amelioree 
des codons successifs de la sequence nucleotidique a exprimer avec la 
« machinerie cellulaire » des cellules hotes transformables par des 

10 baculovirus, a I'instar de ce qui est observe pour les sequences 
nucleotidiques naturelles normalement contenues dans ces baculovirus et 
exprimees dans les cellules hotes infectees ; d'ou la mauvaise expression, 
sinon parfois I'absence totale d'expression d'une sequence nucleotidique 
native de P. falciparum ; d'ou egalement une explication possible a 

15 I'expression plus efficace observee de la p19 de P.vivax dans un systeme 
baculovirus par Longacre et al. (14) et, comme les inventeurs I'ont aussi 
constate, de la sequence de P.cynomolgi a partir des sequences 
nucleotidiques p19 natives correspondantes, en raison de leurs teneurs 
relatives en nucleotides G et C beaucoup plus elevees que celles des 

20 sequences nucleotidiques natives codant pour les p19 de P. falciparum. 

L'invention concerne done aussi, plus generalement, un vecteur 
modifie du type baculovirus recombinant contenant sous le controle d'un 
promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible d'etre reconnu par des 
cellules transfectables par ce vecteur, une premiere sequence 

25 nucleotidique codant pour un peptide signal exploitable par un systeme 
baculovirus, caracterise par une deuxieme sequence nucleotidique en aval 
de la premiere, egalement sous le controle de ce promoteur et code pour 
la sequence peptidique : 

o soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
30 proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
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pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
5 d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 

apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent derive du susdit 
fragment peptidique C-terminal (p19) ou de la susdite partie de fragment 

10 peptidique par addition, deletion ou substitution d'acides amines 
n'entrainant pas une modification importante de la capacite de ce 
peptide immunologiquement equivalent a induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale semblable a celle 
produite par ce fragment peptidique p19 ou a la susdite partie de ce 
15 fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant le cas echeant une teneur en 
nucleotides G et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 
50% de la totalite des nucleotides dont elle est constitute. Cette sequence 
peut etre obtenue par construction d'un gene synthetique dans lequel les 
20 codons naturels ont ete changes par des codons riches en G/C sans que 
leur traduction soit modifiee (maintien de la sequence peptidique). 

En ('occurrence ladite sequence nucleotidique, fournie par un ADN 
synthetique, peut presenter au moins 10% de codons modifies par rapport 
a la sequence du gene ou du cDNA naturel tout en conservant les 
25 caracteristiques de la sequence naturelle traduite, c'est-a-dire le maintien 
de la sequence en amino-acides. 

Cela etant, on n'exclut pas que cette teneur en nucleotides G et C 
pourrait etre davantage accrue, des lors que les modifications qui en 
resulteraient quant a la sequence en acides amines du peptide 
30 recombinant -ou peptide immunologiquement equivalent-produit 
n'entrameraient pas une perte des proprietes immunologiques, voire 
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protectees, des proteines recombinantes formees, notamment dans les 
essais qui seront illustres plus loin. 

Ces observations s'appliquent naturellement a d'autres Plasmodium 
infectieux pour I'homme, en particulier des lors que des sequences 
5 nucleotidiques natives codant pour les p19 correspondantes, auraient des 
teneurs en nucleotides T et A difficilement compatibles avec une 
expression efficace dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour le signal utilise peut etre celle 
normalement associee a la sequence native du Plasmodium concerne. 

10 Mais elle peut egalement etre issue d'un autre Plasmodium, par exemple 
P.vivax ou P.cynomolgi ou d'un autre organisme s'il est susceptible d'etre 
reconnu en tant que signal dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour la p19 ou un fragment de celle-ci au sein 
du vecteur considere est, le cas echeant, depourvue de la sequence 

15 d'ancrage de la proteine native au parasite dont elle est issue, cas dans 
lequel la proteine exprimee est en general excretee dans le milieu de 
culture (forme soluble). II est d'ailleurs remarquable a cet egard que dans 
les conditions de I'invention, les formes solubles et ancrees de proteines 
recombinantes produites, en particulier iorsqu'elles sont issues de 

20 P. falciparum ou P.cynomolgi ou P.vivax, ont tendance a former des 
oligomeres, cette propriete pouvant etre a Torigine des immunogenicites 
accrues des proteines recombinantes formees. 

L'invention concerne tout autant les vecteurs dans lesquels la 
sequence codante contient la sequence d'extremite 3 1 terminale codant 

25 pour la sequence d'extremite C'-terminale hydrophobe de la p19 et qui est 
normalement impliquee dans I'induction de I'ancrage de la proteine native 
a la membrane cellulaire de Thote dans lequel elle est exprimee. Cette 
region d'extremite 3'4erminale peut d'ailleurs etre heterologue vis-a-vis de 
la sequence codant pour la partie soluble de p19, par exemple 

30 correspondre a la sequence 3'-terminale issue de P.vivax ou d'un autre 
organisme des lors qu'elle code pour une sequence d'ancrage de 
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('ensemble de la proteine recombinante produite a la membrane de I'hote 
cellulaire du systeme baculovirus mis en oeuvre. A titre d'exemple de telles 
sequences d'ancrage on cite la GPI de I'antigene CD59 exprimable dans 
des cellules d'insectes du type Spodoptera frugiperda (32) ou la GPI d'une 
5 proteine humaine CD14 (33). 

[.'invention concerne naturellement aussi les proteines 
recombinantes, ces proteines comportant des epitopes conformationnels 
reconnus par des serums humains formes contre le Plasmodium 
correspondant. 

10 D'une fagon generale, ('invention concerne egalement toute proteine 

recombinante du type indique ci-dessus, des lors qu'elle comporte des 
epitopes conformationnels tels que produits dans le systeme baculovirus, 
notamment ceux qui se trouvent etre instables en milieu reducteur. 

L'invention concerne naturellement lesdites proteines 

15 recombinantes, qu'elles soient sous la forme dite soluble ou sous la forme 
pourvue d'une region d'ancrage, en particulier aux hotes cellulaires mis en 
oeuvre dans le systeme baculovirus. 

Entrent egalement dans le champ de l'invention, ies oligomeres 
produits spontanement dans les systemes baculovirus utilises ou produits 

20 a posteriori, en ayant recours a des techniques classiques 
d'oligomerisation de proteines. La technique couramment utilisee met en 
oeuvre le glutaraldehyde. Mais tout systeme classique de pontage entre 
des fonctions respectivement amine et carboxyle, telles qu'on les 
retrouvent dans les proteines pourra egalement etre utilise. A titre 

25 d'exemples, on peut mettre en oeuvre Tune quelconque des techniques 
decrites dans la demande de brevet europeen 0602079. 

Par « oligomere » on entend une molecule contenant de 2 a 50 
unites monomere, chacune de ces unites monomere contenant la p19 ou 
un fragment de celle-ci, tel que defini ci-dessus, capable de former un 

30 agregat. L'invention porte egalement sur tout produit de conjugaison entre 
une p19 ou fragment de p19 tel que defini ci-dessus, d'une part, et une 
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molecule porteuse -par exemple une polylysine-alanine- utilisable pour la 
production des vaccins, d'autre part, par I'intermediaire de liaisons 
covalentes ou non. Les compositions vaccinantes les mettant en oeuvre 
font egalement partie de I'invention. 
5 L'invention concerne egalement les compositions de vaccins mettant 

en oeuvre ces proteines recombinantes oligomeres ou conjugues, y inclus 
d'ailieurs les proteines issues de Plasmodium vivax t ces observations 
s'etendant egalement aux oligomeres de ces proteines recombinantes. 

Font egalement partie de I'invention les compositions dans 

10 lesquelles les proteines recombinantes susmentionnees sont associees a 
un adjuvant, par exemple un alun. Les proteines recombinantes 
comportant I'extreme region C-terminale permettant leur ancrage a la 
membrane des cellules dans lesquelles elles sont produites sont 
avantageusement utilisees en combinaison avec des lipides aptes a former 

15 des liposomes et appropries a la production de vaccins. Sans qu'il y ait eu 
lieu de s'y limiter, on peut avoir recours aux lipides decrits a cet effet par 
exemple dans I'ouvrage intitule « Les liposomes aspects technologique, 
biologique et pharmacologique » de J. Delattre et al., edition INSERM, 
1993. 

20 La presence de la region d'ancrage dans la proteine recombinante, 

qu'il s'agisse d'une region d'ancrage homologue ou heterologue vis-a-vis 
de la partie vaccinante proprement dite, est de nature a favoriser la 
production d'anticorps cytophiles, notamment du type lgG 2a et lgG 2 b chez la 
souris qui pourraient avoir une activite protectrice particulierement elevee, 

25 au point que Ton pourrait se dispenser d'associer les principes actifs de 
vaccins ainsi constitues avec des adjuvants autres que les lipides utilises 
pour la constitution des formes liposomiques. II s'agirait la d'un avantage 
important, puisque les liposomes peuvent etre lyophilises dans des 
conditions permettant leur stockage et leur transport, sans que des 

30 chaines de froid ne soient alors indispensables. 
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D'autres caracteristtques de I'invention apparaitront encore au cours 
de la description qui suit d'exemples de proteines recombinantes entrant 
dans le cadre de I'invention et des conditions dans lesquelles eltes 
peuvent etre produites, sans que ces exemples soient de nature a limiter la 
5 portee de I'invention. 

Description de la construction PfMSP1 p19 S (soluble) (p19 soluble 
issue de PJalciparum) 

La construction recombinante PfMSP1 p i 9 S contient de I'ADN 
10 correspondant aux 8 paires de base de la sequence leader et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de MeU a Asp 32 
(isoiat Belem ; Del Portillo et ai. 1991. P.N. AS. 88, 4030.) suivis par un 
GluPhe, du au site EcoR1 faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 
suivi par le gene synthetique, decrit dans Figure 1, codant le Plasmodium 
15 falciparum MSP1 p i 9 de Asn 16 i3 a Ser 17 os (isoiat Uganda-Palo Alto ; Chang et 
al. 1988. Exp. Parasitol. 67,1). La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 
recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 
infectees. 

20 De la meme fa?on et a des fins de comparaisons, on a produit une 

construction recombinante dans des conditions semblables a cedes 
utilisees pour la production de la p19 ci-dessus, mais en travaillant avec 
une sequence codante conststant en une copie directe de I'ADN 
correspondant de la souche PJalciparum (FUP) decrite par Chang et al., 

25 Exp. Parasit. 67,1; 1989. La copie de ce gene naturel (s'etendant de 
I'asparagine 1613 a la serine 1705) a ete formee par PCR a partir du gene 
natif. 

On a represents dans la Figure 1A les sequences a la fois du gene 
30 synthetique (Bad 9) et du « gene natif » (PF19). 
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On remarque que 57 codons sur les 93 codons de la sequence 
codante native pour la p19 issue de P. falciparum ont ete modifies (pour ce 
qui est du troisieme nucleotide dans 55 d'entre eux et du premier et 
troisieme nucleotides dans les deux codons restant). Des codons 
5 nouveaux ont ete ajoutes a Textremite 5' pour introduire le peptide signal 
dans les conditions qui ont ete indiquees ci-dessus et pour introduire un 
site EcoRI pour le clonage, d'une part, et de meme ont ete ajoutes deux 
codons stop non presents dans la p19 de P. falciparum aux fins d'obtenir 
des signaux de terminaison de I'expression. Les lettres individualisees 
10 placees respectivement au dessus des codons successifs correspondent 
aux acides amines respectifs successifs. Les asterisques (*) se rapportent 
aux codons stop. Les lignes verticales soulignent les nucleotides qui sont 
les memes dans les deux sequences. 

15 Description de la construction PfMSP1 p19 A (ancre GPI) (p19 ancree cle 
P .falciparum) 

La construction PfMSP1 p19 A a des caracteristiques de la precedente 
sauf que la sequence synthetique (Figure 1B) code pour le MSP1 p i 9 de 
Plasmodium falciparum (isolat Uganda-Palo alto) de Asn 1613 3 1 1 o 1 726 suivie 
20 par deux codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une 
proteine recombinante qui est ancree dans la membrane plasmique des 
cellules infectees par une structure du type glycosyl phosphatidyl inositol 
(GPI). 

25 La figure 1C est representative de la sequence de la proteine 

recombinante PfMSP1 P i 9 S avant coupure de la sequence signal. 

La figure 1D est representative de la sequence de la proteine 
recombinante PfMSPIpigS apres coupure de la sequence signal. 

30 
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Les acides amines soulignes dans les figures 1C et 1D proviennent 
du site EcoR1 utilise pour joindre les sequences nucleotidiques derivees 
de la partie N-terminale de MSP1 de P.vivax (avec sequence signal) et de 
MSP1 P 19 de P. falciparum. 
5 Figure 2 - L'antigene recombinant PfMSP1 p19 soluble purifie par 

immunoaffinite a ete analyse par immunoblot apres SDS-PAGE en 
presence (reduit) ou absence (non reduit) de B-mercaptoethanol. Les 
echantillons sont chargees sur gel apres chauffage a 95°C en presence de 
2% SDS Dans ces conditions seulement des liaisons du type covalent 

10 (ponts disulfure) peuvent resister a la desagregation. Le blot de gauche a 
ete revele avec un anticorps monoclonal qui reagit avec un epitope lineaire 
de la p19 naturelle. Le blot de droite a ete revele avec un melange de 13 
antisera humains provenant des sujets avec une immunite acquise au 
paludisme du a Plasmodium falciparum. Ces resultats montrent que la 

15 molecule recombinante de baculovirus reproduit bien les epitopes 
conformationneis en forme de polymere qui sont reconnus en majorite par 
I'antiserum humain. 

Figure 2B: Analyse par immunoblot avec antiserum humain du 
20 MSP-1 p19 purifie de P. vivax et P. cynomolgi recombinant dans des 
conditions non-reduites (NR), reduite seulement dans le milieu de 
chargement (R) et reduite irreversiblement (IR): 

Ce travail est base sur I'idee que le systeme d'expression 
baculovirus reproduit correctement et en grande proportion les epitopes 
25 conformationneis presents in vivo sur la partie C-terminale de MSP-1. Le 
meilleur moyen de mesurer cette propriete (et peut etre le seul moyen 
possible en absence des proteines natives purifiees correspondant au 
p19) est d'etudier la reactivite des proteines recombinantes avec 
I'antiserum des individus exposes au paludisme, ceci etant un reflet des 
30 proteines natives telles qu'elles sont u vues" par le systeme immunitaire 
humain. 
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Done, ies antigenes recombinants PvMSP-1 p19 et Pc MSP-1 p19 
solubles purifie par immunoaffinite ont ete analyse par immunobiot apres 
SDS-PAGE (15%) en presence (reduit) ou absence (non-reduit) de DTT. 
Les echantillons sont chargees sur gel apres chauffage a 95°C en 
5 presence de 2% SDS. La reduction irreversible etait faite comme suit; la 
proteine est resuspendue en 0.2 M Tris-HCI, pH 8.4, 100 mM DTT, 1.0% 
SDS et chauffee 30 minutes a 70°C. Apres dilution avec I'eau, de 
Tacrylamide est ajoute a une concentration finale de 2 M et la mixture est 
incubee sous azote sans lumiere 1 heure a 37°C. L'immunoblot a ete 

10 reveie avec un melange de 25 antisera humains provenant des sujets avec 
une immuntte acquise au paludisme du a Plasmodium vivax. V et C 
designe respectivement les proteines derivees de MSP-1 de P. vivax et P. 
cynomolgi. II est remarquable que les proteines recombinantes reduites de 
fa^on irreversible ne montrent aucune reactivite avec I'antiserum humain 

15 tandis que les proteines reduites de fa?on non-irreversible ou non-reduites 
montrent une bonne reactivite. (Le Pv MSP-1 p19 non-reduit est un peu 
faible parce que dans son etat glycosyle il ne se lie pas tres bien au papier 
nitrocellulose.) Ces resultats montrent que la reconnaissance des 
molecules MSP-1 p19 de baculovirus par I'antiserum humain est en grande 

20 partie, sinon completement dependant des epitopes conformationnels 
sensibles a la reduction qui sont reproduits dans ce systeme. 

Figure 3 - L'antigene recombinant PvMSP1 P42 soluble (Longacre et 
al. 1994, op.cit.) a ete incube pendant 5 heures a 37° en presence des 

25 fractions de proteines derivees des merozoites de P.falciparum et 
separees par isoelectrofocalisation. Par la suite les echantillons ont ete 
analyses par immunobiot en presence (reduit) ou absence (non reduit) de 
B-mercaptoethanoL Les fractions 5 a 12 d'isoelectrofocalisation, ainsi que 
deux extraits totaux de merozoites faits en presence (Tex) ou absence (T) 

30 de detergent ont ete analyses. L'immunoblot a ete reveie avec des 
anticorps monoclonaux specifiques pour le MSP1 p42 et pl9 de P.vivax. Les 
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resultats suggerent qu'il y a une activite proteolytique dans les merozoites 
de PJalciparum qui peut etre extraite en detergent. La digestion du p42 
dans certaines fractions semble provoquer une polymerisation des produits 
de digestion (p19); cette polymerisation est probablement liee a la 
5 formation de ponts disulfure puisqu'en presence de B-mercaptoethanol, les 
formes de haut poids moleculaire disparaissent en faveur d'une molecule 
d'environ 19 kDa (Tex-R). La polymerisation du p19 observee dans ces 
experiences pourrait done etre une propriete intrinseque de cette molecule 
in vivo. 

10 

Figure 3B: La contribution differentielle des antigenes p42 et p19 a 
la reponse humaine anti-MSP-1 de P. vivax. 

La reconnaissance des antigenes MSP-1 p42 et p19 de P. vivax par 
I'antiserum des individus ayant une immunite acquise a P. vivax a ete 

15 comparee par la technique d'inhibition d'ELISA comme suit: un melange 
de 25 antiserums humains provenant des sujets avec une immunite 
acquise au paludisme du a P. vivax a ete dilue au 1:5000 et incube 4 
heures a temperature ambiante soit seul, soit en presence d'une solution 
de 1 mM p42 ou p19 recombinant purifie de P. vivax. Cette mixture a ete 

20 transferee dans un puits de microtitre auparavant revetu pendant 18 
heures a 4°C par 500 ng ml" 1 p42 ou p19 recombinant purifie absorbe, et 
incubee 30 minutes a temperature ambiante. Apres lavage avec PBS 
contenant 0.1% Tween 20, un anti-souris IgG de chevre conjugue avec 
peroxydase a ete ajoute et la mixture a ete incubee 1 heure a 37°C et 

25 Tactivite enzymatique a ete revelee par lecture de la densite optique a 492 
nm. La pourcentage d'inhibition a ete calculee base sur des valeurs de 
100% de reactivite d'antiserum avec I'antigene revetu en plaque de 
microtitre en absence d'un antigene competiteur. Les donnees statistiques 
ont ete calculees en utilisant le programme Statview. Chaque barre 

30 represente Tinhibition moyenne en pourcentage d'une paire d'antigenes 
competiteur / absorbe basee sur 4 a 12 determinations et les lignes 
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verticales correspondent a un intervalle cie 95% de confiance. Les etoiles 
(*) designent des antigenes produits en presence de tunicamycine, done 
sans N-glycosylation. Les parametres importants de ces mesures sont la 
dilution d'antiserum a 1:5000 qui est dans la region sensible des courbes 
5 d'ELISA et les concentrations d'antigenes competiteurs a 1 mM qui 
incluent la competition par les epitopes de basse affinite. Done, les 
donnees refletent la similitude maximum entre les deux antigenes 
compares. Les resultats montrent que la plupart, si ce n'est pas tous les 
epitopes du p42 reconnus par I'antiserum humain sont presents sur le p19 

10 puisqu'en presence de ce dernier, la reactivite de I'antiserum humain 
contre le p42 est inhibee autant que par I'antigene p42 lui meme. Mais, au 
contraire, environ 20% des epitopes du p19 reconnus par ('antiserum 
humain ne le sont pas ou ne sont pas accessibles sur le p42, puisque la 
reactivite de I'antiserum humain contre le p19 est bien moins inhibee par le 

15 p42 que par le p19 lui meme. Des tels epitopes specifiques du p19 
peuvent etre constitue ou reveles seulement apres la coupure du p42 en 
p19 et p33. Ces resultats ne sont pas affectes par la glycosylation 
montrant que i'effet est bien du a une difference entre les composants 
peptidiques du p19 et p42 et pas a une difference de glycosylation. Ces 

20 resultats souligne le fait que le p19 a une identite immunologique distincte 
du p42. 

Description de la construction PcMSPlp^S (soluble) (p19 soluble de 
P.cynomolgi) 

25 L'ADN utilise pour la construction susdite a ete obtenu a partir d'un 

clone de la souche de Plasmodium cynomolgi ceylonesis (22-23). Cette 
souche a ete maintenue par des passages successifs dans son hote 
nature! (Macaca sinica) et des transmissions cycliques par Tintermediaire 
de moustiques (27). 

30 Des parasites sanguins ont ete obtenus a partir des singes infectes 

au stade schizonte mature quand les parasitemies ont atteint un niveau de 
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5%. lis ont alors ete purifies selon la methodes decrites dans (25). L'ADN a 
ensuite ete extrait comme decrit dans (26). 

Un fragment de 1200 paires de base a ensuite ete produit en ayant 
recours a la reaction PCR mettant en oeuvre les oligonucleotides 
5 soulignes dans la Figure 4 et issus de P.vivax. ^oligonucleotide 5' 
comprenait un site de restriction EcoRI et ('oligonucleotide 3' deux codons 
synthetiques stop TAA suivis d'un site de restriction Bglll. Ce fragment a 
ete introduit par ligation et par I'intermediaire de ces sites EcoRI et Bglll 
dans le plasmide pVLSV 20 o.contenant deja la sequence signal de la 

10 proteine MSP-1 de P.vivax (19). Le nouveau plasmide (pVLSV 20 oC 42 ) a ete 
utilise pour I'analyse de sequences d'ADN. 

Les sequences de P.cynomolgi et des sequences correspondantes 
de P.vivax ont ete mises en alignement. Les fleches noires designent les 
sites de clivage primaire et secondaire presumes, lis ont ete determines 

15 par analogie avec les sites connus dans P.falciparum (27, 28). Des lignes 
verticales et des fleches horizontales localisent les limites des quatre 
regions qui ont ete etudiees. La region 4 correspond a la sequence codant 
pour la p19 de P.cynomolgi. Des sites de glycosylation sont encadres et 
les cysteines conservees sont soulignees. Dans la partie inferieure de la 

20 Figure 4 sont indiques les pourcentages identite entre les deux isolats de 
P.vivax et P.cynomolgi. 

La construction recombinante PcMSP1 p19 S contient de I'ADN 
correspondant aux 8 paires de bases de la sequence « leader » et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de Meti a Asp 32 

25 (isolat Belem ; Del Portillo et al. 1991. P.N.A.S. 88, 4030.) suivis par un 
GluPhe, du au site EcoRI faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 
suivi par la sequence codant pour le MSP1 p i 9 de Plasmodium cynomolgi 
(souche Ceylon) de Lys 2 76 a Ser 380 . La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 

30 recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 
infectees. 
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Purification de la proteine recombinante Pfft/lSP1p19 par 
chromatographie d'immunoaffinite avec un anticorps monoclonal 
reconnaissant specifiquement la p19 de Plasmodium falciparum. 

La resine de chromatographie a ete preparee en liant 70 mg d'un 
5 anticorps monoclonal (obtenu a partir d'un hybridome G17.12 depose a la 
CNCM (Paris, France) le 14 fevrier 1997 sous ie n°l-1846 ; cet hybridome 
G17.12 a ete construit a partir du myelome X63 Ag8 653 produisant des 
IgG 2a/k reconnaissant la p19 de P.falciparum) a 3g de CNBr-Sepharose 
4B active (Pharmacia) par des methodes standards detaillees dans le 

10 mode d'emploi fourni par Pharmacia. Les surnageants de culture contenant 
le PfMSP1p19 soluble ont ete incubes en batch avec la resine de 
chromatographie pendant 16 heures a 4°C. La colonne a ete lavee une 
fois avec 20 volumes de 0.05% NP40, 0.5M NaCI, PBS ; une fois avec 5 
volumes de PBS et une fois avec 2 volumes de 10 mM phosphate de 

15 sodium, pH 6.8. L'elution a ete effectuee avec 30 ml de 0.2 M glycine, pH 
2.2. L'eiuat a ete neutralise avec 1 M phosphate de sodium, pH 7.7 puis 
concentre par ultrafiltration et dialyse contre du PBS. Pour la purification 
du PfMSP1p19 ancre, toutes les solutions de lavage et elution contenaient 
en supplement 0.1% 3-(Dimethyl-dodecylammonio)-propane sulfonate 

20 (Fluka). 

Essai de vaccination de MSP1 recombinant de Plasmodium vivax (p42 
et p19) chez le singe ecureuil Saimiri sciureus. 



25 boliviensis males de 2 a 3 ans, non splenectomises. Trois singes ont ete 
injectes 3 fois par voie intramusculaire a 3 semaines d'intervalle avec un 
melange d'environ 50 a 100 chacun, de PvMSP1 p4 2 et pl9 soluble 
recombinant (19), purifie par immunoaffinite. L'adjuvant de Freund complet 
et incomplet etait utilise comme suit: 1* re injection: 1:1 FCA/FIA ; 2 6me 

30 injection 1:4 FCA/FIA; 3* me injection: FIA. Ces compositions d'adjuvant 



Cet essai de vaccination a ete fait chez des Saimiri sciureus 
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etaient melangees par la suite 1:1 avec I'antigene en PBS. Les cinq singes 
controles recevaient I'antigene glutathione-S-transferase (GST) produit 
dans E.coii selon le meme protocole. L'infection d'epreuve etait effectuee 
en injectant 2.10 6 hematies infectees avec une souche adaptee de 
5 Plasmodium vivax (Belem) 2.5 semaines apres la derniere injection. La 
protection a ete evaluee en determinant les parasitemies journalieres chez 
tous les animaux par examen des frottis colores avec giemsa. 

Les courbes de la Figure 5 sont representatives de la variation de la 
parasitemie mesuree en nombre d'hematies parasitees par microlitre de 

10 sang (sur I'axe des ordonnees a I'echelle logarithmique) en fonctton du 
temps ecoule apres ['infection (en jours). La courbe A correspond aux 
valeurs moyennes observees chez les trois singes vaccines, la courbe B ; 
les valeurs moyennes chez cinq singes temoins. 

De Texamen de la figure decoule une tres forte reduction de la 

15 parasitemie sous Teffet de la vaccination. 

Essai de vaccination de MSP1 recombinant de Plasmodium 
cynomolgi (p42 et p19) chez le singe toque, Macaca sinica. 

Quinze singes captures ont ete utilises comme suit : (1) 3 animaux 
20 injectes avec 100 pg PcMSP1p4 2 soluble ; 3 animaux injectes avec 35 pg 
(l' re injection) ou 50 pg (2" me et 3' me injections) PcMSP1 pl9 soluble ; (3) 3 
animaux injectes avec un melange de PcMSP1 p42 et p19 ; (4) 3 animaux 
injectes avec I'adjuvant plus PBS ; (5) 3 animaux non injectes. L'adjuvant 
de Freund complet et incompiet a ete utilise selon le protocole decrit ci- 
25 dessus. Les injections on ete faites par voie intramusculaire a 4 semaines 
d'intervalle. L'infection d J epreuve etait faite en injectant 2.10 5 hematies 
infectees avec Plasmodium cynomolgi 4 semaines apres la derniere 
injection. La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies 
journalieres chez tous les animaux en examinant les parasitemies avec 
30 giemsa. Les parasitemies ont ete classees comme negatives uniquement 
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apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies sont 
exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. 

Les Figures 6A-6G sont illustratives des resuitats obtenus. Dans 
chacune d'elies apparaissent les parasitemies (exprimees en 
5 pourcentages d'hematies parasitees sur I'axe des ordonnees a I'echelle 
logarithmique) observees chez les animaux d'epreuve en fonction des 
temps apres ('infection (en jours sur les axes des abscisses). 
Les resuitats concernent : 
o dans la figure 6A ; des animaux controles non vaccines ; 
10 o la figure 6B concerne des animaux qui avaient regu une solution 
saline contenant en outre Tadjuvant de Freund ; 
o la figure 6C est une superposition des figures 6A et 6B ( dans le but de 
faire apparaitre les resuitats relatifs resultant de I'administration de 
I'adjuvant de Freund aux animaux (les variations ne sont evidemment 
15 pas significatives) ; 

o la figure 6D fournit les resuitats obtenus a Tissue d'une vaccination 
avec la p42 ; 

o la figure 6E concerne des animaux vaccines avec la seule p19 ; 
o enfin, la figure 6F concerne les animaux vaccines avec un melange de 
20 p19etp42. 

La p42 induit certes un certain niveau de protection. Mais comme en 
temoignent les figures 6E et 6F ( la protection conferee par la p19 
recombinante selon I'invention est considerablement amelioree. 

On peut formuler I'hypothese que I'amelioration de la protection 
25 resulte d'un clivage secondaire de la p42 qui s'accompagne du 
devoilement de cysteine libre qui forme, par la suite, des ponts disulfure 
intermoleculaires donnant lieu a des multimeres du p19 tres 
caracteristiques de cette forme dans les proteines recombinantes des trois 
especes testees. 
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Les chiffres utilises pour elaborer les graphiques (6A-6F) sont 
precises dans la Figure 6G. 

Essai de vaccination P.cynomolgUs'inge toque ; deuxieme infection 
5 d'epreuve sur singes vaccines avec p19 seule et controles (Figures 8) 

Six mois plus tard, sans autre immunisation, les 3 singes ayant re?u 
le MSP-1 p19 seule avec FCA/FIA (Figure 6E) et les 3 singes ayant regu 
une solution saline contenant ('adjuvant de Freund (Figure 6B) ainsi que 2 
nouveaux singes naTfs non vaccines ont subi une nouvelle infection 

10 d'epreuve par injection de 1.10 hematies infectees avec Plasmodium 
cynomolgi. La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies 
journalieres chez tous les animaux en examinant les frottis avec du 
giemsa. Les parasitemies ont ete classees comme negatives uniquement 
apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies sont 

15 exprimees en pourcentage d'hematies parasitees (les chiffres utilises pour 
elaborer les graphiques 8A-C sont precises dans la Figure 8D). Les six 
animaux immunises qui avaient subi une infection d'epreuve six mois 
auparavant n J avaient pas de parasitemie detectable sauf pour 1 animal 
dans chaque groupe qui a presente une parasitemie a 0.008% pendant 1 

20 jour (Figures 8A et 8B) ■ Les deux controles naTfs montrent une 
parasitemie classique avec un maximum de 0.8% et pendant 21 jours 
(Figure 8C). Done, les 3 animaux vaccines avec le MSP-1 p19 etaient 
aussi proteges six mois plus tard que les 3 controles qui presentaient une 
infection complete classique apres le premiere infection d'epreuve, malgre 

25 une absence ou un tres faible parasitemie apres la premiere infection 
d'epreuve. Ces resultats suggerent que la duree de protection du p19 est 
au moins de six mois. 
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Essai de vaccination avec p!9 en association avec alun dans le 
systeme P.cynomolgils'mge toque (Figures 9) 

Les resultats positifs de protection precedents ont ete obtenus en 

utilisant Padjuvant complet (FCA) ou incompiet (FIA) de Freund. 

5 Cependant, le seul adjuvant admis actuellement chez Phomme est Palun. 

Pour cette raison, nous avons fait un essai de vaccination avec le MSP-1 

p19 de P. cynomolgi chez le singe toque en presence d'alun comme 

adjuvant. Six singes captures ont ete utilises comme suit: (1) 3 animaux 

injectes avec 4 doses de 50 mg MSP-1 p19 recombinant de P. cynomolgi 

10 avec 20 mg d'alun (2) 3 animaux injectes 4 fois avec de Peau 

physiologique et 10 mg de alun. Les injections ont ete faites par voie 

intramusculaire a 4 semaines d'intervalle. L'infection d'epreuve etait faite 
5 

en injectant 2.10 hematies infectees avec P. cynomolgi 4 semaines apres 
la derniere injection. La protection a ete evaluee en determinant les 

15 parasitemies journaiieres chez tous les animaux en examinant les frottis 
avec le giemsa, Les parasitemies ont ete classees comme negatives 
uniquement apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies 
sont exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. Les resultats de 
cette experience sont les suivants; 2 des 3 singes immunises avec le pi 9 

20 recombinant en alun avaient environ 30 fois moins de parasitemie totale 
pendant la duree de l'infection (Figures 9A et 9B) que les 3 singes 
controles immunises avec de Peau physiologique et de Palun (Figure 9D) 
apres Pinfection d'epreuve. Le troisieme singe immunise avec p19 (Figure 
9C) n'etait pas tres different des controles. Pour Pessai de vaccination de 

25 Plasmodium cynomolgi p19 chez le singe toque, Macaca sinica, decrit 
dans la Figure 9, les chiffres utilises pour elaborer les graphiques (9A-9D) 
sont precises (Figure 9E). Bien que ces resultats soient un peu moins 
spectaculaires que les precedents (Figures 6, 8) ; c'est la premiere fois 
qu'une protection significative est observee pour MSP-1 recombinante en 

30 alun. 
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Figure 10 : Essai de vaccination avec une p19 recombinante de 

Plasmodium falciparum chez le singe ecureuil. 

Vingt singes Saimiri sciureus guyanensis (singe ecureuil) d'environ 

5 3 ans eleves en captivite ont ete utilises comme suit: (1) 4 animaux 

injectes avec 50 mg de Pf MSP-1 p19 soluble en presence d'adjuvant de 

Freund comme suit: 1 ere injection: 1:1 FCA/FIA; 2 eme injection: 1:4 
erne 

FCA/FIA; 3 injection: FIA . Ces compositions d'adjuvant ont ensuite 
ete melangees avec I'antigene en PBS 1:1 ; (2) 2 animaux controles 

10 recevaient Tadjuvant de Freund comme decrit pour (1) avec uniquement 
PBS; (3) 4 animaux injectes avec 50 mg de Pf MSP-1 p19 soluble en 
presence de 10 mg d'alun (Alu-Gel-S, Serva); (4) 2 animaux controles 
recevaient 10 mg d'alun avec uniquement PBS; (5) 4 animaux injectes 
avec environ 50-100 mg Pf MSP-1 p19 ancre GPI reconstitues en 

15 liposomes comme suit: 300 mmoles de cholesterol et 300 mmoles de 
phosphatidyl choline etaient seches sous vide et resuspendus en 330 mM 
N-octylglucoside en PBS avec 1.4 mg de Pf MSP-1 p19 t GPI. Cette 
solution avait ete dialysee contre PBS avec des Bio-Beads SM-2 
adsorbant (Bio-Rad) et les liposomes ainsi formes etaient concentres par 

20 centrifugation et resuspendus en PBS. La 1 ere injection etait faite avec 
des liposomes frais maintenus a 4°C et les 2 eme et 3 eme injections etaient 
faites avec des liposomes ayant ete congeles pour conservation; (6) 2 
animaux injectes avec des liposomes controles faits de la meme fa?on en 
absence de I'antigene p19 ( GPI, comme decrit pour (5); (7) 2 animaux 

25 injectes avec de I'eau physiologique. Trois injections ont ete faites par 
voie intramusculaire a 4 semaines d'intervalle. L'infection d'epreuve etait 
faite en injectant 1.10 hematies infectees avec Plasmodium falciparum. 
La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies joumalieres 
chez tous les animaux en examinant les frottis avec giemsa. Les 

30 parasitemies sont exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. Les 
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resultats de eel essai de vaccination sont exposes dans les Figures 10, A- 
G 

Les groupes immunises avec le p19 en adjuvant de Freund ou en 
liposome ont demontre des parasitemies sembiabies aux groupes 
5 controles apres une infection d'epreuve (un animal (numero 29) vaccine 
avec p19 en adjuvant de Freund est mort quelques jours apres I'infection 
d'epreuve pour des raisons independantes de la vaccination (crise 
cardiaque)). Des irregularites dans ('administration de I'antigene dans ces 
2 groupes (mauvaise emulsion de Freund, liposomes congeles) ne 

10 permettent pas d'evaluer de fagon complete la signification de ces 
resultats. Dans le groupe alun 2 animaux ont montre des parasitemies 
totales pendant la duree de I'infection environ 4 fois moins importantes que 
les controles, I animal environ 3 fois moins. importante et 1 animal etait 
semblable aux controles. Cette experience est un peu difficile a interpreter 

15 a cause de la variability dans les controles, probablement due a la souche 
de parasite utilisee pour I'infection d'epreuve qui n'aurait pas ete assez 
adaptee au modele Saimiri non spenectomise mis au point que recemment 
a Cayenne. Neanmoins, I'effet reel, quoiqu'imparfait, avec I'alun est 
encourageant dans la rnesure ou nos antigenes semblent etre les seules 

20 versions recombinantes MSP-1 de P. falciparum qui, pour I'instant, ont 
demontre une certaine efficacite en association avec I'alun. 

Essai de vaccination avec une p19 recombinante de Plasmodium 
falciparum chez le singe ecureuil (meme essai que Figures 10) 

25 Des singes eleves en captivite ont ete injectes avec 1 ml d'inoculum 

par voie intramusculaire 2 fois a 4 semaines d'intervalle comme suit : (1) 4 
animaux injectes avec 50 pg de PfMSP1p19 soluble en presence 
d'adjuvant de Freund comme suit: l^ re injection 1:1 FCA/FIA; 2® me 
injection 1:4 FCA/FIA; et melanges par la suite 1:1 avec I'antigene en 

30 PBS; (2) 4 animaux injectes avec 50 pg de PfMSP1p19 soluble en 
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presence de 10 mg d'alun; (3) 4 animaux injectes avec environ 50 pg de 
PfMSP1p19 ancre GPI reconstitues en liposomes composes 1:1 en 
molarite de cholesterol et phosphatidyl choline. Les animaux ont ete 
saignes 17 jours apres la deuxieme injection. 
5 Les globules rouges provenants d'un singe ecureuil avec 30% de 

parasitemie due a P. falciparum (avec des formes mures en majorite) ont 
ete laves en PBS et le culot etait dilue 8 fois en presence de 2% SDS et 
2% dithiothreitol et chauffe a 95° avant d'etre charge sur un gel de 
polyacrylamide de 7.5% (gel de separation) et 4% (gel de stacking) (haut 

10 du gel). Apres transfere en nitrocellulose I'analyse par immunoblot 
(immunoempreinte) a ete fait avec des antisera comme suit: (1) pool 
d'antisera des 4 singes vaccines avec PfMSP1p19 soluble en adjuvant de 
Freund dilue au vingtieme ; (2) pool d'antisera des 4 singes vaccines avec 
PfMSP1p19 soluble en adjuvant alun dilue au vingtieme; (3) pool 

15 d'antisera des 4 singes vaccines avec PfMSP1p19 ancre en liposomes 
dilue au vingtieme ; (4) Tanticorps monoclonal, qui reagit avec un epitope 
lineaire de PfMSP1p19, a 50 pg/ml ; (5) pool d'antisera SHI90 provenant 
d'un vingtaine de singes infectes a repetition par P. falciparum et devenus 
refractaires a toute infection ulterieure de P. falciparum, dilue au cinq 

20 centieme ; (6) pool d'antisera des singes naifs (n'ayant jamais ete exposes 
a P. falciparum) dilue au vingtieme. 

Les resultats montrent que les 3 pools d'antisera des singes 
vaccines avec le PfMSP1p19 reagissent de fagon importante et specifique 
avec des complexes de tres haut poids moleculaire (se trouvant de fa?on 

25 diffuse dans le gel de stacking) et presents dans des extraits de parasite 
contenant davantage de formes mures. Ces resultats confortent 
I'hypothese de la presence d'une agregation specifique du MSP1p19 in 
vivo comportant des epitopes qui sont reproduits dans les molecules 
recombinantes PfMSP1p19 synthetisees dans le systeme baculovirus t en 

30 particulier celles en forme d'oligomere. 
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La figure 7 illustre egalement ces resuitats. Elle se rapporte aux 
immunoempreintes produites sur gel. Les trois premieres colonnes du gel 
illustrent la reponse in vivo de singes a des injections de p19 [(1) avec 
I'adjuvant de Freund, (2) avec de I'alun, (3) sous forme de liposome] et 
5 notamment Texistence de complexes de haut poids moleculaire confortant 
I'hypothese de Tagregation in vivo de p19 sous forme d'oligomere, 
specifique du stade de maturation (quand p42 est coupe en p19 et p33). 

Cet essai de vaccination comprend egalement une troisieme 
injection identique aux precedentes. L'injection avec ('adjuvant de Freund 
10 comprend uniquement du FIA. 

II y a deux animaux centrales pour chaque groupe, a savoir : 2 
animaux controles injectes avec PBS et I'adjuvant de Freund ; 2 animaux 
controles injectes avec PBS et alun ; 2 animaux controles injectes avec 
liposomes sans proteine ; et deux animaux injectes avec PBS sans 
15 adjuvant. La protection est evaluee comme decrit ci-dessus. 

Figure 7B: Les donnees pour cette figure sont derivees de I'essai 
de vaccination de P. falciparum I singe ecureuil (Figure 10 ci-apres). Les 
chiffres correspondent aux singes indiviauels notes aans la Figure 10. Les 

20 techniques et methodes pour cette figure sont les memes que pour la 
Figure 7 sauf que ('antiserum individuel de chaque singe note a ete teste 
apres trois injections le jour de I'infection d'epreuve et I'antiserum SHI a 
ete dilue 1:250. Les resuitats montrent que I'antiserum des 4 singes 
vaccines avec le p19 et alun reagissent de fagon importante et specifique 

25 avec des complexes de tres haut poids moleculaire tandis que les singes 
des autres groupes vaccines avec le p19 et ['adjuvant de Freund ou des 
liposomes ne montrent qu'une faible reactivite avec ces complexes. 
Puisque les singes vaccines avec p19 et alun ont aussi ete le mieux 
proteges, cette reactivite avec les complexes de haut poids moleculaire 

30 paralt indiquer un effet protecteur, et cela malgre qu'un singe dans le 



WO 97/30158 PCT/FR97/00290 



groupe alun n'etait pas protege par rapport aux controles et qu'un autre ne 
Tetait que partiellement. 

L'invention concerne naturellement d'autres applications, par 
5 exemple celles exposees ci-apres en rapport avec certains des exemples, 
lesquels ne presentent aucun caractere limitatif. 

Therapeutique 

La molecule recombinante PfMSP1p19 peut etre utilisee pour 
10 produire des anticorps specifiques eventuellement utilisables par transfert 
passif dans un but de therapeutique adaptee au paludisme severe du a P 
falciparum avec risque de mortalite. 

Diagnostic 

Les molecules recombinantes PvMSP1p42 et PvMSP1p19 et 
15 PfMSP1p19 derivees de baculovirus peuvent et ont ete utilisees pour 
produire des anticorps monoclonaux specifiques murins. Ces anticorps, en 
combinaison avec des antisera polyclonaux anti MSP1p19 provenant d'une 
autre espece telle que le lapin ou la chevre, peuvent etre a la base d'un 
test de diagnostic semi-quantitatif pour le paludisme et capable de 
20 distinguer entre un paludisme du a P. falciparum, qui peut etre mortel, et 
un paludisme du a P. vivax, qui n'est generalement pas mortel. Le principe 
de ce test serait de pieger et quantifier toute molecule de MSP1 contenant 
la partie pi 9 dans le sang. 

Dans ce cadre, les avantages de la molecule MSP1p19 sont les 
25 suivants: 

(i) elle est a la fois extremement bien conservee au sein d'une 
meme espece et suffisamment divergente entre des especes differentes 
pour permettre de produire facilement des reactifs specifiques d'espece. 
Aucune reaction croisee n'a ete observee entre les anticorps derives de 
30 PfMSPlp19 et PvMSP1p19 ; 
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(ii) la fonction du MSP1p19, bien que non connue avec precision, 
semble etre suffisamment importante pour que cette molecule ne varie pas 
de fa<pon significative ou soit deletee sans effet letal pour le parasite ; 

(iii) c'est un antigene majeur se trouvant sur tous les merozoites et 
5 done, il doit etre, en principe, detectable meme a basse parasitemie et 

proportionnellement a la parasitemie ; 

(iv) puisque les molecules recombinantes de MSP1p19 derivees de 
baculovirus semblent reproduire davantage la structure native de 
MSP1p19, les anticorps produits contre ces proteines seraient bien 

10 adaptes a un usage diagnostique. 

Les microorganismes identifies ci-dessous ont ete deposes suivant 
la regie 6.1. du Traite de Budapest a la date du 01 fevrier 1996 . sous les 
numeros suivants ; 



15 References d'identification 
PvMSP1p19A 
PvMSP1p19S 
PfMSP1p19A 
PfMSP1p19S 

20 PcMSP1p19S 



Numeros d'enreqistrement 

- 1659 

- 1660 

- 1661 

- 1662 

- 1663 



L'invention concerne egalement ('utilisation de ces anticorps, alors 
de preference prealablement fixes sur un support solide (par exemple pour 
chromatographie d'afftnite), pour la purification de peptides du type p19 
25 initialement contenus dans un melange. 

La purification fait alors intervenir une mise en contact de ce 
melange avec I'anticorps, la dissociation du complexe antigene-anticorps 
et la recuperation du peptide de type p19 purifie. 

L'invention concerne egalement des compositions de vaccin, 
30 comprenant egalement des melanges de proteines ou de fragments, 
notamment des melanges du type ; 
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- p1 9 de P. falciparum et p1 9 de P. vivax, 

- p19 de P. falciparum et p42 de P.falciparum, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, 

- p19 de P.vivax et p42 de P.vivax, celle-ci etant le cas echeant 
5 depourvue de ses regions les plus hypervariables, 

- p19 de P .falciparum et p42 de P.falciparum, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, et p19 de P.vivax et 
p42 de P.vivax y celle-ci etant le cas echeant depourvue de ses regions 
les plus hypervariables. 

10 On entend dans le cas present definir les regions les plus 

hypervariables comme la region II ou la region II et la region III en partie 
ou dans sa totalite, la partie de la region III preferablement deletee etant 
celle qui est juxtaposee a la region II (la partie conservee se situant du 
cote C-terminal de la p33, proche de la p19). Les regions II et III sont 

1 5 illustrees en figure 4. 

^invention n'est pas iimitee a la production de vaccin humain. Elle 
s'applique tout autant a la production de compositions de vaccin 
veterinaire mettant en oeuvre les proteines ou antigenes correspondants 
derives de parasites infectieux pour des mammiferes et produits dans les 

20 memes conditions. II est en effet connu que des infections du meme type, 
la babesiose, apparaissent aussi chez les bovins, les canins et les equins. 
un des antigenes des especes Babesia presente une forte homologie 
conformationnelle (notamment les deux domaines « EFG-like » et richesse 
en cysteine) et fonctionnelle avec une partie proteique de MSP-1 [(36), 

25 (37) et (38)]. 

Des exemples de vaccins veterinaires utilisant un antigene soluble 
contre de tels parasites on ete decrits (39). 

II va sans dire que les p19 mises en oeuvre dans ces melanges 
peuvent egalement donner lieu a toutes les modifications dont il a ete 
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question clans ce qui precede, iorsqu'elie etait prise en consideration de 
fa?on isolee. 
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L'invention concerne egalement les hybridomes secreteurs 
d'anticorps specifiques reconnaissant selectivement la p19 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
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pour I'homme autre que Plasmodium vivax et ne reconnaissant pas 
Plasmodium vivax. 

En particulier, ces hybridomes secretent cles anticorps monoclonaux 
qui reconnaissent pas la p19 de Plasmodium vivax et qui reconnaissent 
5 specifiquement la p19 de Plasmodium falciparum. 

L'invention concerne egalement un hybridome caracterise en ce 
qu'il produit un anticorps specifique qui reconnait specifiquement la p19 de 
P.vivax et la p19 de P.cynomolgi. Un hybridome F10-3 a ete construit a 
partir du myelome X63 Ag8 653 produisant des IgG 2b/k reconnaissant la 
10 glycoproteine p42 de Plasmodium vivax. 
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REVENDICATIONS 



5 1. Proteine recombinante dont la sequence polypeptidique 

constitutive essentietle est celle : 

o soit d'un fragment C-terminai de 19 kilodaltons (p19) de !a proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozotte d'un parasite du type 
Plasmodium, autre que Plasmodium vivax, et infectieux pour des 
10 mammiferes, notamment I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle 
infectieux ; 

o soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
15 une reponse immune capable d'inhiber une parasiternie in vivo due au 
parasite correspondant ; 
o soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologtque de type 
ceilulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
20 cette proteine recombinante comportant le cas echeant des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant. 

2. Proteine recombinante selon la revendication 1, caracterisee 
25 en ce qu'elle est reconnue par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant ou contre un Plasmodium homologue 
lorsqu'elle est a I'etat non reduit ou dans un etat reduit non irreversible, 
mais non reconnue ou peu reconnue par ces memes antiserums, 
lorsqu'elle est irreversiblement reduite. 
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3. Proteine selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'elle inhibe la reactivite d'un antiserum humain 
immune avec ta p42 correspondante produite dans les memes conditions, 
aussi bien que cette p42 elle-meme et que la p42 peut seulement 

5 partieliement inhiber la reactivite dudit antiserum humain contre la p19. 

4. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 
depourvue de toute sequence polypeptidique normalement en amont de la 
sequence polypeptidique C-terminale de la p33 (fragment N-terminal de 

10 33 kDa) normalement du cote associe a la p19 dans la p42 
correspondante, avant le clivage naturel de cette derniere, cette derniere 
sequence polypeptidique C-terminale de la p33 comportant, lorsqu'elle est 
presente, moins de 50 residus d'acides amines. 

5. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
15 revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 

depourvue de toute sequence polypeptidique normalement en amont de la 
sequence polypeptidique du cote C-terminal de la p33 (fragment N- 
terminal de 33 kDa) normalement associee a la p19 dans la p42 
correspondante avant le clivage naturel de cette derniere, cette derniere 
20 sequence polypeptidique C-terminale de la p33, comportant, lorsqu'elle est 
presente, moins de 35, voire meme moins de 10 residus d'acides amines. 

6. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 
depourvue de toute sequence polypeptidique normalement en amont de la 

25 sequence polypeptidique du cote C-terminal de la p33 (fragment N- 
terminal de 33 kDa) normalement associee a la pi 9 dans la p42 
correspondante avant le clivage naturel de cette derniere, cette derniere 
sequence polypeptidique C-terminale de la p33 etant limitee, lorsqu'elle 
est presente, a celle qui conserve un degre de conservation substantiel 

30 dans les Plasmodium infectieux pour I'homme, tels que P.falciparum ou 
P. viva x. 
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7. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce que la partie de fragment p19 
contient au moins Tune des deux regions EGF normalement contenues 
dans cette p1 9. 

8. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le poids moleculaire de ce 
fragment p19 ou de cette partie de fragment p19 est comprise entre 10 et 
25 kDa, notamment entre 10 et 15 kDa. 

9. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle comporte egalement un 
groupe glycosylphosphatidylinositol (GPI) du type de ceux qui permettent 
un ancrage du fragment p19 a I'hote cellulaire, notamment une cellule 
eucaryote, preferentiellement une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus, dans lequel ladite proteine recombinante est exprimee. 

15 10 - Proteine recombinante selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle est depourvue de la partie 
C-terminale extreme hydrophobe qui intervient dans I'induction de 
I'ancrage de cette proteine recombinante a la membrane cellulaire de 
I'hote dans lequel elle est exprimee, notamment dans une cellule 

20 eucaryote, preferentiellement une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

11. Proteine recombinante selon la revendication 10, 
caracterisee en ce qu'elle est hydrosoluble. 

12. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
25 revendications 1 a 1 1 , caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de 

la p19 de la proteine MSP-1 de Plasmodium falciparum ou ladite partie du 
fragment correspondant. 

13. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 12, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de 
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la p19 de la proteine MSP-1 de Plasmodium cynomolgi ou ladite partie du 
fragment correspondant. 

14. Oligomere de la proteine recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 13. 
5 15. Oligomere selon la revendication 14, caracterise en ce qui! 

contient de 2 a 50 unites monomere de ladite sequence polypeptidique de 
la proteine recombinante telle que definie dans Tune quelconque des 
revendications 1 a 13. 

16. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
10 revendications 1 a 14, caracterisee en ce qu'elle est conjuguee a une 

molecule porteuse utilisable pour la production de vaccins. 

17. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme, contenant a titre de prtncipe actif une 
proteine recombinante dont la sequence polypeptidique constitutive 

1 5 essentielle est celle : 

• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 

20 penetration dans des erythrocytes humains, a Toccasion d'un cycle 
infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'tnhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

25 • soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
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des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant. 

18. Composition vaccinante selon !a revendication 17, 
caracterisee en ce que son principe actif consiste en une proteine 

5 recombinante selon I'une quelconque des revendications 2 a 13 ou 16, ou 
en un oligomere selon la revendication 14 ou 15. 

19. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme, contenant a titre de principe actif un 
oligomere dune proteine recombinante selon la revendication 17 ou la 

10 revendication 18. 

20. Anticorps reconnaissant selectivement la p19 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
pour I'homme autre que Plasmodium vivax et ne reconnait pas Plasmodium 
vivax. 

15 21 • Anticorps selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il 

est monoclonal. 

22. Anticorps selon la revendication 20, caracterise en que qu'il 
est monoclonal et en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de 
P falciparum. 

20 23 - Anticorps monoclonal selon la revendication 20, caracterise 

en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de P. vivax. 

24. Procede de diagnostic differentiel permettant de distinguer 
entre une infection parasitaire due a P. vivax, d'une part, et une infection 
parasttaire due a un autre Plasmodium, d'autre part, caracterise par les 

25 mises en contact d'un prelevement biologique infecte par un Plasmodium 
avec un anticorps selon la revendication 23, d'une part, et avec un 
anticorps selon la revendication 21 ou 22, d'autre part, et la detection 
selon le cas, de la production ou non d'une reaction immunologique. 

25. Vecteur modifie du type baculovirus recombinant contenant 
30 sous le controle d'un promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible 
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d'etre reconnu par des cellules transfectables par ce vecteur, une premiere 
sequence nucleotidique codant pour un peptide signal compatible avec 
I'expression dans un systeme baculovirus, caracterise par une deuxieme 
sequence en aval de la premiere, egalement sous le controle de ce 
5 promoteur et dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
o soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour I'homme, ce fragment C-terminai restant normalement ancre a la 
10 surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 
o soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
15 parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 

o soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en G et C 
20 comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% de la totalite des 
nucleotides dont elle est constitute. 

26. Vecteur modifie selon la revendication 25, caracterise en ce 
que la susdite deuxieme sequence polypeptidique est conforme a celle 
definie dans Tune quelconque des revendications 2 a 13. 
25 27. Vecteur modifie selon la revendication 25, caracterise en ce 

que la deuxieme sequence nucleotidique est une sequence synthetique. 

28. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
25 a 27, caracterise en ce que la premiere sequence nucleotidique code 
pour un peptide signal issu de Plasmodium vivax et normalement associe a 
30 la proteine MSP-1 de ce Plasmodium. 



m 



WO 97/30158 PCT/FR97/00290 

48 

29. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
25 a 28, caracterise en ce que la deuxieme sequence nucleotidique est 
depourvue a son extremite 3 1 terminale de la sequence d'extremite C- 
terminale hydrophobe qui est impliquee dans I'induction de I'ancrage de 

5 cette proteine recombinante a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel 
elte est exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

30. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
25 a 29, caracterise en ce qu'il consiste en un baculovirus modifie. 

10 31- Organisme, notamment cellule d'insecte du type Sf9, 

transfectable et transfecte par le vecteur modifie selon Tune quelconque 
des revendications 25 a 29. 

32. ADN synthetique contenant une premiere sequence 
nucleotidique dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
15 o soit d'un fragment peptidique C-terminal de,19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoTte 
Plasmodium falciparum, ce fragment C-terminal restant normalement 
ancre a la surface du parasite au terme de sa penetration dans des 
erythrocytes humains, a ['occasion d'un cycle infectieux ; 
20 o soit dune partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de cet ADN dans un systeme baculovirus est apte a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 
° soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
25 cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en nucleotides G 
et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% du total des 
nucleotides dont est constitue le susdit ADN synthetique. 
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33. ADN synthetique selon la revendication 32, caracterise en ce 
que sa premiere sequence nucleotidique est depourvue a son extremite 3* 
terminale de la sequence codant pour la region d'extremite C-terminale 
hydrophobe normalement impliquee dans I'induction de I'ancrage de la 

5 proteine p19 a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel elle est 
exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

34. ADN synthetique selon la revendication 32 ou la 
revendication 33, caracterise en ce que la premiere sequence 

10 nucleotidique est precedee d'une sequence nucleotidique signal codant 
pour un peptide signal normalement associe a une proteine MSP-1 de 
Plasmodium, homologue ou heterologue vis-a-vis de la sequence 
principale. 

35. ADN synthetique selon la revendication 34, caracterise en ce 
15 que la sequence signal est issue de P.vivax. 

36. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
32 a 35, caracterise en ce que la susdite premiere sequence nucleotidique 
inclut une sequence 3'-terminale codant pour une region polypeptidique 
d'ancrage a la membrane cellulaire, ladite region d'ancrage se fixant sur la 

20 proteine recombinante exprimee a la surface de la membrane de I'hote 
cellulaire transforme avec un vecteur contenant ledit ADN synthetique, 
ladite sequence 3' etant homologue a celle de la sequence nucleotidique 
principale, ou heterologue, notamment celle issue de P.vivax. 

37. ADN synthetique selon la revendication 36, caracterise en ce 
25 que la sequence 3'-terminale est issue de P.vivax. 

38. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
32 a 36, caracterise en qu'il est depourvu de ladite sequence 
3'-terminale. 

39. Vecteur de type baculovtrus selon la revendication 25, 
30 caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 
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o ie virus depose a la CNCM sous le numero 1-1659 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1660 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1661 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1662 
5 o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1663. 

40. Hybridome secreteur d'anticorps monoclonaux ayant les 
specificites des anticorps selon Tune quelconque des revendications 21 a 
23. 

41. Procede de separation dun peptide p19 de specificite 
10 donnee a partir d'un melange de peptides, caracterise par la mise en 

contact de ce melange de peptides avec un anticorps correspondant, 
conforme a Tune quelconque des revendications 20 a 23, de preference 
prealablement fixe sur un support insoluble, par la dissociation ulterieure 
du compose antigene-anticorps forme et par la recuperation du peptide 
15 p19purifie. 

42. Utilisation de la proteine selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 13 ou de Toligomere selon la revendication 15 ou 16 
pour la preparation d'une composition immunogene susceptible d'induire 
une reponse immune contre une infection a Plasmodium. 

20 43. Composition de vaccin comprenant a titre de principes actifs 

un melange d'une proteine conforme a Tune quelconque des 
revendications 1 a 13 et soit de la p42 correspondante, celle-ci etant le cas 
echeant deletee de ses parties les moins conservees, soit d'une autre 
proteine recombinante, de type p19 ou p42, provenant d'un parasite 

25 homologue de celui dont est issu la susdite proteine. 

44. Composition de vaccin selon la revendication 23 caracterisee 
en ce que son melange de principes actifs est choisi parmi les melanges 
suivant ; 

- p1 9 de PJalciparum et p1 9 de P. vivax, 
30 - p1 9 de PJalciparum et p42 de PJalciparum, 
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- p19 de P.vivax et p42 de P.vivax, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, 

- p19 de P '.falciparum et p42 de P.falciparum, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, et pi 9 de P.vivax et 

5 p42 de P.vivax, celle-ci .etant le cas echeant depourvue de ses regions 
les plus hypervariables. 

45 Hybridome selon la revendication 40 ( caracterise en ce qu'il a 
ete depose a la CNCM (Paris, France) sous le numero 1-1846, le 14 fevrier 
1997. 
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FIGURE IB 
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antibodies that inhibit Plasmodium 
falciparum invasion in vitro recognise the 
first growth factor- like domain of 
merozoite surface protein-1" 
see the whole document 



JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

vol. 149, no. 2, 15 July 1992, BALTIMORE 

US, 

pages 548-555, XP000605417 

CHANG, S.P. ET AL. : "A carboxy- terminal 

fragment of Plasmodium falciparum gpl95 

expressed by a recombinant baculovirus 

induces antibodies that completely inhibit 

parasite growth" 

see the whole document 

EP 0 154 454 A (WELLCOME FOUND) 11 
September 1985 



see page 2, paragraph 3 - page 13, 
paragraph 2; claims; example 7 
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26-29,42 
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1,2,4-7, 
10-12, 

16- 18,42 
1,13, 

17- 22, 
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1,2,4-7, 

10-12, 

16-18,42 



2,4-13, 

16,19, 
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1,2,17, 
18,42 
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C.(Continuation) DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category ' 



Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 



Relevant to claim No. 



x,p 



FASEB JOURNAL, 

vol. 1G, no. 6, 2 June 1996, 

page A1117 XPQ00604872 

ANGOV E ET AL: " CHARACTERIZATION OF A 

RECOMBINANT PLASMODIUM FALCIPARUM MSP 1 

C-TERMINAL FRAGMENT USING 

CONFORMATION-SPECIFIC MONOCLONAL 

ANTIBODIES" 

see abstract 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


International application No. 




PCT/FR 97/00290 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Articl e 1 7 (2)(a) for the fol lowing reasons : 
1. I I Claims Nos.: 

1 1 because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2 X 



ClaimsNos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 

see annexe 



3 . I I Claims Nos. : 

' 1 because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box II Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



see annexe 



1 . 1 I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 

searchableclaims. 

2. I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . 1 I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos.: 



4 I 1 No squired additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 

' 1 restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos. : 



Remark on Protest \^\ The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

| | No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



InteflPronal Application No 

PCT/FR97/00290 



1. Claims 1 2 4-16, 18, 26, 42, 43 and partially 17, 19, 25, 27-39: 

Recombinant protein of which the essential constitutive polypeptide sequence is: 

- either that of a C-terminal fragment of 1 9 kilodalton (p19) of the merozoite surface protein 1 
(protein MSP-1) of a parasite of the Plasmodium type, other than Plasmodium vivax, and infectious 
for mammals, particular humans; 

- or of a portion of said fragment since it is also susceptible of inducing an immune response 
capable of inhibiting a parasitemy in vivo due to the corresponding parasite; 

- or of a peptide capable of inducing an immunological response of the cellular and/or humoral 
type equivalent to that which is produced by said fragment p19 or to said fragment portion; baculoviral 
vector for the expression of this protein, organism transfected by such vector, synthetic DNA 
containing a sequence coding for said protein and utilization in vaccining compositions. 

2. Claims 17 and 19, both partially: 

Vaccining composition against a parasite of the Plasmodium type infectious for humans and 
containing as active principle a recombinant protein of which the essential constitutive polypeptide 
sequence is: 

- either that of a C-terminal fragment of 19 kilodalton (p19) of the merozoite surface protein 1 
(protein MSP-1) of a parasite of the Pladmodium type, infectious for humans; 

- or of a portion of this fragment since the protein is also susceptible of inducing an immune 
response capable of inhibiting a parasitemy in vivo due to the corresponding parasite; 

- or of a peptide capable of inducing an immunological response of the cellular and/or humoral 
type equivalent to that produced by the fragment p19 or to said portion of this fragment; 

this recombinant protein further comprising conformational epitopes unstable in a reducing medium; 
in the case not covered by the subject 1 of a protein unrelated to claims 2 to 13 or 16. 

3. Claims 20-22, 24, 40, 41, 45 

Production of a specific antibody which recognizes selectively the p19 of a protein MSP-1 of the 
merozoite form of a Plasmodium parasite infectious for humans other than Plasmodium vtvax and 
which does not recognize Plasmodium vivax; utilisation for diagnostic or purification purposes, and 
hybridome secreting the corresponding monocloznal antibodies. 

The complete search report has been established. 
Obscurity: 

In claim 3 the terms "corresponding p42 produced in the same conditions" are vague and leave 
someone in doubt as to the signification of the technical characteristics to which they refer 
Furthermore, the syntax of this claim is equivocal thereby introducing an ambiguity as to the real 
object of the claim. It would be necessary to reformulate this claim in order to eliminate any 
uncertainty. 

Incoherences: 

Claim 23 relates to "a monoclonal antibody according to claim 20 characterized in that it recognizes 
specifically p19 of P. vivax." Now then, claim 20 characterizes the antibody concerned by the fact that 
it "does not recognize P. vivax". Consequently, this is consequently incoherent and this claim could not 
be searched. 

Claim 44 relates to "a vaccine composition according to claim 23". Now, claim 23 relates to an 
antibody. Consequently, the object of the claim is not clearly defined. The search has been carried out 
while considering that it referred to a vaccine composition according to claim 43. 

Incomplete search: 

Claims for which a complete search has been made: 1,2, 4-22, 24-45 

Claims for which a complete search has not been made: 3,23 
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A. CLASSEMENT OE L'OBJET DE LA DEMANDE 

CIB 6 C12N15/30 C12N15/86 C07K14/445 CO7K16/20 



Scion la classification Internationale des brevets (CIB) ou a la fois selon la classification nation ale et la CIB 



B. DOMAINES SUR LESQUELS LA \\ LCHERCHE A PORTE 



Documentation mini male consul tee (systeme de classification suivi des symboles de classement) 

CIB 6 C07K 



Documentation consultee autre que la documentation mini male dans la mesure ou ces documents relevent des domaincs sur lesquels a porte la recherche 



Base de donnees electronique consultee au cours de la recherche Internationale (nom de la base de donnees, et si cela est realisable, termes de recherche 
utilises) 



C. DOCUMENTS CONSIDERES COMME PERTINENTS 



C ate gone " Identification des documents cites, avec, le cas echeant, l'indication des passages pertinents 



no. des re vendi cations visees 



MOLECULAR AND BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, 
vol. 74, no. 1, 20 Decembre 1995, 
pages 105-111, XP000603955 
LONGACRE, S.: "The Plasmodium cynomolgi 
merozoite surface protein 1 C- terminal 
sequence and its homologies with other 
Plasmodium species" 
cite dans la demande 

voir page 107, colonne 1, ligne 4 - ligne 
9 



1,13,25, 
30,31,42 



voir page 109, colonne 1, ligne 5 - li 
11; figures 1,2 



gne 



2,4-12, 
16, 

26-29,42 



j )( j Voir la suite du cadre C pour la fin de la listc des documents 



0 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 



* Categories spedales de documents cites: 

* A* document deflnissant I'etat general de la technique, non 

considere comme parti culierement pertinent 

"E* document anterieur, mais public a la date de depot international 
ou apres cettc date 

"L" document pouvant jeter un doute sur une re vendi cation de 
priori te ou cite pour determiner la date de publication d une 
autre citation ou pour une raison special e (telle qu'indiquee) 

"O" document se referant a une divulgation orale, a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 

"P* document public avant la date de depdt international, mais 
posterieurernent a la date de priori te revendiquee 



"T" document ulterieur publie apres la date de depot international ou la 
date de priori te et n'appartenenant pas a I'etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou la theorie constituent la base de 1' invention 

"X" document parti culierement pertinent; 1' invention revendiquee ne peut 
etre consideree comme nouvelle ou comme irnpliquant une activate 
inventive par rapport au document considere isolement 

*Y' document parti culierement pertinent; 1'invention revendiquee 

ne peut £tre consideree comme irnpliquant une activate inventive 
lorsquc le document est associc a un ou pi ua curs autres 
documents de meme nature, cettc combinaison etant evidente 
pour une pcrsonne du metier 

document qui fait partie de la mfime famille de brevets 



Date a laquelle la recherche intemationale a ete effectivement achevee 



25 Aout 1997 



Date d'expedition du present rapport de recherche intemationale 



1 6. 09. 97 



Nom et adresse postale de r administration char gee de la recherche Internationale 
Office Europeen des Brevets, P.B. 58 1 8 Patentlaan 2 
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Tel. ( + 31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl t 
Fax: (+31-70) 340-3016 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 


Categorte * 


Identification des documents cites, avec, le cas echeant, 1 indication des passages pertinents 


no. des re vendi cations visecs 
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MOLECULAR AND BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, 


2,4-12, 




vu i ♦ o*t, no. l Janvier lyy^. 


16, 










lunumlkc, o. LI ML.- rldSniOQlUm VlVaX 




HicruzuiLe surTaCe protein 1 L-terrninal 






f ctuitlu l llailL LJiOLCinS in DaCUIOVirUS 






cite dans la demande 




X 


voir le document en entier 


17,20 


Y 
A 


WU 1/ 1U/ A IMtUlLAL Kcb LUUNLILJ 2 


1 O A *7 

1,2,4-7, 




oepteniijre xyyj 


10-12, 






16-18,42 


V 
1 


voir le document en entier 


i in 
1,13, 






1/-22, 






24-42 


y 

A 


NULtLULAK AND DlUUnhnlLAL PARA5I TQLUbY , 


1,2,4-7, 




vu i . ou, no. c. 9 i janvier lyyo, 


iU-12 , 




pages 303-310, XPO00603763 


16-18,42 




CHAPPEL, J. A. & HOLDER, A. A.: "Monoclonal 




antiDoaies tnat lnniuit Plasmodium 






falciparum invasion in vitro recognise the 






first growth factor- like domain of 






merozoite surtace protein-l 




v 
1 


voir le document en entier 


2,4-13, 






16,19, 






24-45 


y 

A 


iniiDMAi nc tmmiimhi nrv 

JUUKNAL Ur INHUNULUuY, 


1 1 1 "7 

1,2,17, 




vol. 149, no. 2, 15 Juillet 1992, 


18,42 




BALTIMORE US, 




pages oho-dod, ArUUUbODHl/ 






unMNia, o.r. ti ml.. a carooxy- termi na i 






rrayment ot riasmoaium Taiciparum gpi^o 






OVnrO C COfl n W A y»rt Amk *i n am 4> k* a**t 1 1 Attn mie 

cAprcbsea uy a reconiDinant uacuiovirus 






inaucc5 anxiuoaies mat completely mmoit 






parasite growtn 






voir le document en entier 




Y 


EP 0 154 454 A (WELLCOME FOUND) 11 


1,2,5,6, 




Septembre 1985 


12, 






16-22, 






24-38, 






40-45 




voir page 2, alinea 3 - page 13, alinea 2; 






revendi cations; exemple 7 
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C(suite) DOCUMENTS CONSIDERES COM ME PERTINENTS 


Categone ' 


Identification des documents cites, avec, le cas ccheant, 1'indication des passages pertinents 


no. des revcndi cations visees 



X,P 



FASEB JOURNAL, 

vol. 10, no. 6, 2 Juin 1996, 

page A1117 XPO0O604872 

ANGOV E ET AL: "CHARACTERIZATION OF A 

RECOMBINANT PLASMODIUM FALCIPARUM MSP 

C-TERMINAL FRAGMENT USING 

CONFORMATION-SPECIFIC MONOCLONAL 

ANTIBODIES" 

voir abrege 
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Formulair* PCT/ISA/210 (tuite de la deux ie me feuille) (juiltel 1992) 



page 3 de 3 



RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 



jmande inter nauonale n" 

PCT/ FR 97/ 00290 



Cadre I Observations - lorsqu'il a ete certaJneS 
(suite du point 1 de la premiere feuille) 



revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 



Conformement a lartide 17.2)a). eeriaines revendications n'ont pas 



fail l-objet d une recherche pour les motifs suivants: 



! - □ S« a regard duouel .'administration n est pas tenue de proceder a la recherche, a savoir: 



2. K Les revendications n 



™r»m 1 des parties de la demande Internationale qui ne re, 
•u^e P "chercte si B rincative puisse etre effectuee, en parucul.er. 



se 

qu'une 

voir annexe 



3 (| Les revendications n 0$ 

* 1 1 sont des revendications dependantes el ne sont pas 

troisieme phrases de ia regie 6.4. a). 



nplissent pas sufTisarnmenl les conditions prescrites pour 



redigees conformement aux dispositions de la deuxieme et de la 
de I'invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



Cadre III Observations - lorsqu'il y a a bsence d'unite . 

.adrninistration charge de ,a recherche Internationale a trouve piusieurs invents dans ,a demande .nternationalc. a savo.r: 

voir annexe 



les revendications n 0 *: 



couvertes par les revendications n M : 



Remarque quant a la reserve 



□ 



Les taxes 



additionnelies etaient accompanies d une reserve de la part du dcposanl. 



j | Le paiemcnl 



des taxes additionnelies n'etaii assorU daucune reserve. 



Formulaire PCT.ISA/210 (suite de la premiere feuille (!)) (Juillet 1992) 



Oemande Internationale No. PCT/FR 97/ 00290 



SUITE DES RENSEIGNEMENT5 INDtQUES SUR PCT/ISA/210 



1. Revendications 1 2 4-16, 18, 26. 42, 43 et partiellement 17, 19, 25, 27-39 : 

Proteine recombinante dont ta sequence poiypeptidique constitutive essentielle est ceile : 

.soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaitons (p19) de la proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la 

forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium, autre que Plasmodium vivax, et infectieux pour des 

Mammiferes ,notamment pour I'Homme; 

. soit d'une parte de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire une reponse immune capable 

d'inhiber una parasitemie in vivo due au parasite correspondant; 

. soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type cellulaire et/ou humorale 

equivaiente a ceile produite par ce fragment pi 9 ou a la susdite parte de ce fragment; 

vecteur baculoviral pour ('expression de cette proteine, organisme transfectd par un tel vecteur, ADN synthetique 

contenant une sequence codant pour cette proteine et utilisation dans des compositions vaccinantes. 

2. Revendications 17 et 19, toutes deux partiellement: 

Composition vaccinante contre un parasite du type Plasmodium infectieux pour IHomme contenant a titre de 
principe actif une proteine recombinante dont la sequence poiypeptidique constitutive essentielle est cede : 

.soit d un fragment C-terminal de 19 kilodaitons (p19) de la proteine 1 de surface (proline MSP-1) de la 
forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium, infectieux pour fHomme; 

. soit d'une partie de ce fragment des tors qu'elle est apte aussi a induire une reponse immune capable 
d'inhiber une parasitemie in vivo due au parasite correspondant; 

. soit d'un peptide capable dlnduire une reponse immunologique de type cellulaire et/ou humorale 
equivaiente a ceile produite par ce fragment pi 9 ou a la susdite parte de ce fragment; 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes conformationneis instables en milieu reducteur; 
dans le cas non couvert par ie sujet 1 d'une proteine ne relevant pas des revendications 2 a 13 ou 16. 

3. Revendications 20-22. 24, 40, 41 1 45 

Production d'un anticorps specifique reconnaissant selectivement la p1 9 d'une prot6ine MSP-1 de la forme 
merozoite d un parasite du type Plasmodium infectieux pour Thomme autre que Plasmodium vivax et ne 
reconnaissant pas Plasmodium vivax; utilisation a des fins diagnostiques ou de purification, et hybridome 
secreteur d'anticorps monoclonaux correspondants. 

Le rapport de recherche complete a et§ etabii. 



Obscurrte : 

Dans la revendication 3, les termes "p42 correspondante produite dans les memes conditions" sont vagues et 
laissent un doute quant a la signification des caract&istiques techniques auxquelles ils se referent. De plus la 
syntaxe de cette revendication est Equivoque ce qui introduit une ambiguTt6 quant a I'objet reel de la 
revendication. II serait necessaire de reformuler cette revendication pour $liminer toute incertitude. 

Incoherences: 

La revendication 23 concerne un "anticorps monoclonal seton la revendication 20 caracterise en ce qu'il 
reconnait specifiquement ta pl9 de P. vivax. Or ta revendication 20 caract6rise lanticarps concerne par le fait 
qu'irne reconnait pas P. vivax*. II y a par consequent incoherence et cette revendication n'a pu etre recherchee. 

La revendication 44 concerne une "composition de vaccin seion la revendication 23". Or la revendication 23 se 
r porte a un anticorps. Par consequent I'objet de la revendication n'est pas clairement defini. La recherche a ete 
etfectuee en considerant qu'il s*agissait d'une composition de vaccin seion la revendication 43. 



Recherche incomplete : 



Revendications ayant fait i'objet de recherches completes : 
Revendications n ayant pas fait I'objet de recherches completes : 



1 , 2. 4-22. 24-45 
3,23 
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(54) Titre: PROTEINE RECOMBINANTE CONTENANT UN FRAGMENT C TERMINAL DE MSP-1 DE PLASMODIUM 



(57) Abstract 



The invention relates to a recombinant protein fabricated in a baculovirus system, of which the essential constitutive polypeptide 
sequence is that of a C-terminal fragment of 19 kilodalton (pi 9) of the surface protein 1 (protein MSP-1) of the merozoite parasite of 
the Plasmodium type, particularly Plasmodium falciparum, which is infectious for humans, said C-terminal fragment remaining normally 
anchored at the surface of the parasite at the end of its penetration phase into human erythrocytes, in the occurrence of an infectious cycle. 
Said recombinant protein is applicable to the production of vaccines against malaria. 

(57) Abrege* 



L' invention concerne une proline recombinante, fabriqu6e dans un systeme a baculovirus, dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (pl9) de la proline 1 de surface (protfiine MSP-1) de la forme merozoite d'un 
parasite du type Plasmodium, en particulier Plasmodium falciparum y infectieux pour THomme, ce fragment C-terminal restant normalement 
ancre* a la surface du parasite au terme de sa phase de pen6tration dans des 6rythrocytes humains, a Toccasion d'un cycle infectieux. Cette 
proline recombinante est applicable a la production de vaccins contre la malaria. 



'(Voir la Gazette du PCT No. 25/1999, Section II) 
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PROTEINE RECOMBINANTE CONTENANT UN FRAGMENT C-TERMINAL DE MSP-1 DE PLASMODIUM 



L'invention concerne de nouveaux principes actifs de vaccins 
derives de la proteine majeure de surface de formes merozoTtes d'un 

10 Plasmodium infectieux pour des mammiferes, notamment I'homme, plus 
generalement connue sous la designation MSP-1. 

Cette proteine a deja fait I'objet d'etudes nombreuses. Elle est 
synthetisee dans le stade schizonte des parasites du type Plasmodium, 
notamment Plasmodium falciparum, et est exprimee sous forme de Tun des 

15 constituants majeurs de la surface des merozoTtes aussi bien pendant le 
stade hepatique que pendant le stade erythrocytaire du paludisme (1, 2, 3, 
4). En raison du caractere predominant et de la conservation dans toutes 
les especes de Plasmodium connues de cette proteine, il a ete suggere 
qu'elle pourrait representer un candidat pour la constitution de vaccins 

20 anti-paludiques (5, 6). 

II en a encore ete de meme pour des fragments de cette proteine, 
particulierement des produits naturels de clivage dont Ton observe la 
formation, par exemple au cours de Tinvasion par le parasite des 
erythrocytes de I'hote infecte. Parmi, ces produits de clivage, on relevera le 

25 fragment C-terminal ayant un poids moleculaire de 42 kDa (7,8) qui est a 
son tour dive une nouvelle fois en un fragment N-terminal ayant un poids 
moleculaire apparent conventionnel de 33 kDa et en un fragment C- 
terminal ayant un poids moleculaire apparent conventionnel de 19 kDa (9) 
qui reste normalement fixe a la membrane du parasite au terme des 

30 modifications dont il est lui-meme I'objet, par Tintermediaire de groupes du 
type glycosylphosphatidylinositol (GPI) (10, 11). 
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On ,e re.rouve encore au s.ade anneau precoce du cycle de 
developpemen, in,raery,hrocy,aire (15. 16). d'ou les o b serva ti ons qui on, 
*e fa„es que ce fragmen, de 19 kDa pourrai, jou er un raie non encore 
connu ma,s sans doute essen.iel dans les processus reinvasifs De la 
decoulenl les hypotheses deja formulees dans ,e passe que cel.e pro.eine 
vac U Z COnS,i ' Uer me Cib ' e ^-ace pour d'el.uels 



30 



II sera en.endu que les references souven, fal.es dans ce qui sul, a 
des proteines p42 el d19 i«,,^= rf ' =>uu a 

s . enlenH , P P 9 ' SSues dun certa '" type de Plasmodium 

sen.enden, comma se rapporlan, aux produl.s de clivage C-.erminaux 
correspondan.s de ,a pro.e.ne MSP. de ce Pla J d , um ^ 
ex,ens,on. a des produi.s con.enan, sensibiemen, ,es memes sequenl 
en ac,des amines, ob.enus par recombinaison gene.ique ou par syn.hese 

Z 1 T ,6ChniqUeS C ' aSSiqUeS ' 6XemPle Par ^.heHseur de 
type . Appl.ed Sys,em „ ou par syn,hese sur phase solide de , ype 

« Merr,„e,d Pour ,a commodi.e du iangage, les references a des . Z 
recornbinan.es , e, des « p19 recombinan.es >, se ra P por,en. a des « p42 » 
et . p19 » ob.enues par des .echniques compor.an, au moins une e.ape de 
genie genetique. M 

pour 13 diffiCU ' te d '° b ' enir qUan ' iteS imP ~ de 

pour Pf alapa r U m e, .impossible de cul„ver P. wV ax * vlt ro, I, es, devenu 

ewden, que ,e seul moyen de produire un vaccin an.ipaludique necessi.e 

un recours aux ,echn, q ues permeuan, ru.i.isa.ion des P ep«ides ou 

pro.e,nes recombinan.es. Mais, le MSP-1 es, ,res difficile a produire en 

iTs cherch USe ^ " 9ra " de ,ai " e d ' enVir ° n 200 kDa ' ™ *« » 

les chercheurs a s^in.eresser a ,a par,ie C-.erminale don, la fonoion 

encore mconnue. es! vraisemblablemen, la plus imporianle 

Au tilre. des pro.eines recombinan.es ooncernanl la partie C- 
erm,na,e de MSP-1 de P, aldparum , qui onl M produi(es „ 
le singe (12, 40, 41) on mentionnera : 
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- une p19 fusionnee avec une glutathione-S-transferase produite dans 
E.coli (40), 

. une p42 fusionnee avec une glutathione-S-transferase produite dans 
E.coli (12), 

5 . une p19 fusionnee avec un polypeptide issu d'une anatoxine tetanique 
et porteur d'epitopes de cellules T auxiliaires produites dans 
S.cerevisiae (12), 
. une p42 produite dans un systeme baculovirus (41). 

10 Une composition contenant la proteine de fusion p19 avec une 

glutathione-S-transferase produite dans E.coli en association avec alun ou 
liposomes n'a pas exerce d'effet protecteur sur aucun des six singes Aotus 
nancymai vaccines (40). 

Une composition contenant la proteine de fusion p42 avec une 

15 glutathione-S-transferase produite dans E.coli en association avec un 
adjuvant complet de Freund n'ont pas exerce d'effet protecteur dans les 
deux types de singes Aotus (A. nancymai et A.vociferans) auxquels elles 
avaient ete administrees. La proteine p19 produite dans S.cerevisiae a 
exerce un effet protecteur dans deux singes Aotus de type A. nancymai 

20 (12). Par contre elle n'a pas exerce d'effet protecteur dans deux singes 
Aotus de type A.vociferans. 

Certains chercheurs (Chang et al.) ont egalement rapporte des 
essais d'immunisation realises chez le lapin avec une proteine 
recombinante p42 produite dans un systeme baculovirus et contenant une 

25 sequence d'acides amines en commun avec P .falciparum (18). Ainsi ces 
derniers auteurs indiquent-ils que cette p42 recombinante se comporte 
chez le lapin sensiblement de la meme fagon que la proteine MSP-1 
recombinante entiere (gp195). Cette proteine p42 en association avec un 
adjuvant complet de Freund a fait I'objet d'un essai de vaccination dans un 

30 primate non-humain susceptible a I'infection par P. falciparum., Aotus, 
lemurinus grisemembra (40). Les resultats montrent que 2 sur 3 animaux 
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ont ete complement proteges et le troisieme, bien que montrant une 
paras.temie sembiable aux contro.es, avait une periode latente plus 
longue. II est neanmoins hasardeux de conclure au caractere protecteur 
chez I'homme des anticorps ainsi induits a rencontre des parasites eux- 
memes. Rappelons en effet qu'il n'existe pas actuellement de modeles 
expenmentaux tres satisfaisants chez le primate pour P w Vax et 
Pfalaparum. Le mode.e Saimiri, qui a ete developpe pour P.falciparum et 
P.v,vax, et le mode.e Actus pour P.falciparum, sont des systemes 
art,f,c,els. necessitant .'adaptation de souches de paras.te et souvent la 
splenectomie des animaux pour obtenir des parasitemies s.gnificatives En 
consequence, les resu.tats de vaccination provenant de ces modeles ne 
peuvent avoir qu'une valeur predictive limitee pour I'Homme. 

On peut de toute facon aussi s'.nterroger sur ce que serait un taux 
reel de vaccinat.on suscept.ble d'etre eventuellement obtenu avec de tel.es 
proteges recombinantes, compte tenu de la constatation -rapportee plus 
lorn- qui a ete faite de la presence dans les P 42 issues des Plasmodium* 
de la meme espece, et plus particulierement dans les p33 
correspondantes, de reg.ons hypervariab.es qui rendraient aleatoires en 
de nombreux cas I'efficacite immunoprotectrice des anticorps induits chez 
des personnes vaccinees par une P 42 issue d'une souche de Plasmod.um 
a I'encontre d'une infection par d'autres souches de la meme espece (13). 

On peut meme supposer que le polymorphisme important de la 
part,e N-termina.e du P 42 joue un ro.e significatif dans I'echappement 
immun.ta.re, souvent observe pour ce type de parasites. 

La presente invention a pour objectif la production de proteines 
recombmantes vaccinantes echappant a ces difficu.tes, dont .'effet 
protecteur est verif.able dans des modeles expenmentaux reel.emen. 
significatifs, ou meme directement chez I'homme. 

L'invention concerne plus particulierement des compositions 
vaccinantes contre un paras.te du type Plasmodium infectieux pour 
Ihomme, contenant a titre de pnncipe actif une proteine reccmbinante 
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glycosylee ou non, dont la sequence polypeptidique constitutive 
essentielle est celle : 

• soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle 
infectieux ; 

• soit dune partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent a ce fragment p19 ou a 
la susdite partie de ce fragment, et 

cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
15 conformationnels instables en milieu reducteur et constituent, de 
preference, la majorite des epitopes reconnus par des antiserums humains 
formes contre le Plasmodium correspondant. 

La presence de ces epitopes conformationnels pourrait jouer un role 
important dans I'efficacite protectrice du principe actif de vaccins. On les 
retrouve tout particulierement dans les principes actifs presentant par 
ailleurs les autres caracteristiques definies ci-dessus, lorsqu'ils ont ete 
produits dans un systeme vecteur baculovirus. S'il en est besoin, il est 
mentionne ci-apres que par I'expression « systeme de vecteur 
baculovirus » on entend I'ensemble que constitue le vecteur type 
25 baculovirus lui-meme et les lignees celiulaires, notamment cellules 
d'insectes transfectables par un baculovirus modifie par une sequence a 
transferer dans ces lignees celiulaires avec pour resultat I'expression de 
cette sequence transferee. Des exemples preferes de ces deux partenaires 
du systeme baculovirus, ont ete decrits dans I'article de Longacre et al. 
(19). C'est le meme systeme qui a ete utilise dans les exemples qui 
suivent. II va naturellement de soi que des variants, tant du baculovirus 
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que des cellules infectables par ce baculovirus peuvent etre utilises en l.eu 
et place de celui qui a ete choisi. 

En particulier ladite proteine recombinante est reconnue par des 
antiserums humains formes contre le Plasmodium correspondant ou contre 
5 un Plasmodium homologue lorsqu'elle est a I'etat non reduit ou dans un 
etat reduit non irreversible, mais non reconnue ou peu reconnue par ces 
memes antiserums, lorsqu'elle est irreversiblement reduite. 

Le caractere instable en milieu reducteur de ces epitopes 
conformationne.s peut etre mis en evidence, notamment par le test decnt 
10 plus loin dans les exemples, notamment en presence de 
3-mercaptoethanol. De meme sont indiquees dans des exemples ci-apres 
des conditions experimental applicables a I'obtention d'une reduction 
irreversible des proteines conformes a I'invention. 

De ce point de vue, la proteine recombinante produite par 
S. Longacre et al. (14) peut etre mise en oeuvre dans de tels compositions 
II est rappele que S. Longacre et al. reussirent a produire une P 19 
recombinante issue de la MSP-1 de P.vivax dans un systeme vecteur a 
baculovirus contenant une sequence nucleotidique codant pour la P 19 de 
Plasmodium v,vax, en particulier par transfection de cultures de cellules 
d'.nsectes [lignee de Spodoptera frugiperda (S/9)] avec des baculovirus 
vecteurs contenant, sous le controle du promoteur de la polyhedrine, une 
sequence codant pour les fragments peptidiques definis ci-dessous, dont 
les sequences etaient placees dans I'ordre suivant dans le vecteur 
baculovirus utilise : 

° fragment 5'-terminal de 35 paires de bases de la sequence signal de la 
polyhedrine, dont avait ete mute (en ATT) le codon methionine 
d'initiation de I'expression de cette proteine; 
° un fragment 5'-terminal nucleotidique codant pour un peptide de 32 
acides amines correspondant a la partie N-terminale de MSP-1, y 
30 compris le peptide signal de MSP-1 ; 
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• soit une sequence nucleotidique coclant pour la p19, soit une 
sequence codant pour la p42 de la proteine MSP-1 de Plasmodium 
vivax, ces sequences etant aussi, selon le cas, soit pourvues (formes 
« ancrees »), soit depourvues (formes solubles) des regions 

5 d'extremite 3' de ces sequences de nucleotides dont les produits 

d'expression C-terminaux extremes sont reputes jouer un role essentiel 
dans I'ancrage de la proteine finale p19 sur la membrane du parasite ; 

• 2 codons stop TAA. 

Pour la p42, les sequences derivees de la region C-terminale de 

10 MSP-1 s'etendaient par consequent de I'acide amine Asp 1325 a I'acide 
amine Leu 1726 (forme ancree) ou a I'acide amine Ser 1705 (forme 
soluble) et pour la p19, les sequences s'etendaient de I'acide amine He 
1602 a I'acide amine Leu 1726 (forme ancree) ou a I'acide amine Ser 1705 
(forme soluble), etant entendu que les sequences en acides amines 

15 completes de p42 et p19 dont les acides amines initiaux et terminaux ont 
ete indiques dans ce qui precede decoulent du gene de I'isolat Belem de 
P.vivax qui a ete sequence (20). 

Des resultats semblables ont ete obtenus en mettant en oeuvre 
dans les memes systemes de vecteurs des sequences nucleotidiques 

20 codant pour la p42 et la p19 de Plasmodium cynomolgi. P.cynomolgi 
presente un double interet : c'est une espece parasitaire tres proche de 
P.vivax qui est infectieuse pour le macaque. II peut aussi infecter I'Homme. 
On a egalement acces a des botes naturels de P.cynomolgi, les singes 
rhesus et les singes toques, pour tester I'efficacite de protection du MSP-1 

25 de P.cynomolgi dans des systemes naturels. Le singe rhesus est considere 
comme une des especes les plus representatives des reactions 
immunitaires chez I'Homme. 

En particulier, on a obtenu d'excellents resultats dans des essais de 
vaccination realises chez le singe toque avec deux polypeptides 

30 recombinants : la p42 et, surtout, la p19 solubles, derivees de P.cynomolgi, 
respectivement produites dans un systeme baculovirus et purifiees sur 
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colonne definite avec des anticorps monoclonaux reconnaissant les 
regions correspondantes de la proteine MSP-1 native. Les observations 
suivantes ont ete faites : les six singes immunises avec le seul p19 (trois 
singes) et le 19 et p42 ensemble (3 singes) ont tous temoigne d'une 
immunite presque sterile apres infection d'epreuve. Les resultats obtenus 
chez les trois singes immunises avec le p42 ont ete moins significatifs. 
Deux d'entre eux se sont comportes comme les precedents, mais si le 
troisieme a manifeste une parasitemie moins importante que des temoins 
immunises avec un tampon PBS en presence de I'adjuvant de Freund (3 
singes) ou non immunises (3 singes), elle n'en n'etait pas moins patente. 

Une deuxieme infection d'epreuve montrant que les singes ayant 
recu la p19 seule etaient proteges au moms pendant six mois. Un 
deuxieme essai de vaccination avec la p19 en association avec alun dans 
ce systeme (Rcynomo/gz/singe toque) a demontre une protection 
significative pour 2 des 3 singes. C'est la premiere fois que la MSP-1 ou un 
autre antigene recombinant a demontre un effet protecteur en presence 
d'alun (42). 

Les resultats des essais particulierement efficaces realises chez le 
macaque avec des polypeptides recombinants produits dans un systeme 
baculovirus mettant en oeuvre une p19 recombinante de P.cynomolgi, 
etablissent que des polypeptides recombinants contenant respectivement 
des P 19 recombinantes issus d'autres Plasmodiums doivent se comporter 
de la meme maniere. lis sont « plus parlants » pour le paludisme chez 
I'Homme que les resultats d'essais realises avec Pvivax ou P.falciparum 
25 dans leurs « hotes artificiels ». 

Les proteines recombinantes de baculovirus, derivees d^une partie 
C-terminale de MSP-1 ( P 19), ont un effet protecteur antipaludique tres 
significatif dans un systeme naturel, qu. constitue le modele d'evaluation 
de I'effet protecteur de MSP-1 le plus representatif pour Thomme. 

L'effet protecteur obtenu pourrait etre d'autant meilleur que la forme 
P19 est depourvue de la region hypervariable de la partie N-terminale du 
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p42, dont I'effet peut etre deletere dans des situations naturelles dans 
lesquelles le sujet vaccine est confronte a un polymorphisme important. 
Aussi la p19 semble posseder des epitopes specifiques qui ne sont pas 
presents dans la p42. 
5 Le fragment C-terminal de 19 kDa dont ia sequence est presente 

dans le principe actif du vaccin peut etre limite a la sequence de la p19 
elle-meme, en I'absence de toute sequence polypeptidique normalement 
en amont de la sequence de p19 dans la proteine MSP-1 correspondante. 
II va neanmoins de soi que la sequence polypeptidique constitutive 

10 essentielle du principe actif peut encore comporter une sequence 
polypeptidique du cote C-terminal appartenant au fragment N-terminal de 
33 kDa (p33) encore associee a la p19 dans la p42 correspondante, avant 
le clivage naturel de cette derniere, et cela chaque foi's que la presence de 
ce fragment n'est pas de nature a modifier les proprietes immunologiques 

15 du principe actif du vaccin. Comme cela sera vu plus loin, notamment a 
propos de la description des exemples, les sequences C-terminales de la 
p33 de souches diverses d'une meme espece de Plasmodium (voir la 
partie C-terminale des sequences peptidiques de la « region III » de la 
figure 4), presentent aussi encore un degre d'homologie ou de 

20 conservation substantielle de la sequence, par exemple de I'ordre de 80% 
au moins, dans differentes varietes de Plasmodiums infectieux pour 
I'homme, de sorte qu'elles ne sont pas de nature a modifier 
fondamentalement les proprietes vaccinantes du principe actif (dont la 
sequence correspond a la region IV) de la figure 4, en particulier dans 

25 I'hypothese qui decoule de cette figure le site de clivage presume entre la 
p19 et la region III de la p33 se situe entre les residus leucine et 
asparagine dans une region particulierement bien conservee (LNVQTQ). 

Normalement la sequence polypeptidique C-terminale de la p33, 
lorsqu'elle est presente, comprend moins de 50 residus d'acides amines, 

30 voire meme moins de 35, ou meme moins de 10 residus d'acides amines. 
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A I'inverse, la sequence polypeptidique constitutive essentielle du 
Principe actif de vaccin peut ne pas comporter la totalite de la sequence 
codant pour la P 19, naturellement sous reserve que cette dernier* 
conserve la capacite d'induire des anticorps protectees centre le parasite. 
En particulier la susdite « partie de fragment a un poids moleculaire de 10 
a 25kDa, notamment de 10 a 15kDa. De preference, cette partie de 
fragment polypeptidique contient au moins Tune des deux regions EGF 
(abreviation de ('expression anglaise « Epidermal Growth Factor »). 

II est clair que I'homme du metier est a meme de faire la difference 
entre Ies fragments actifs et ceux qui cesseraient de I'etre, notamment de 
facon experimental en produisant des vecteurs modifies contenant des 
inserats issus de la P 19 de longueurs differentes, respectivement isoles a 
partir des fragments obtenus a part.r de la sequence codante pour la p19 
par reaction avec des enzymes de restriction appropries, ou encore par 
des enzymes exonucleolytiques qui auraient ete maintenus au contact du 
fragment codant pour la p19 pendant des temps variables ; la capacite des 
produits d'expression de ces inserats dans des cellules eucaryotes 
correspondantes. notamment des cellules d'insectes, transformers par Ies 
vecteurs modifies correspondants, a exercer un effet protecteur. pouvant 
alors etre testee, notamment dans Ies conditions experimental qui seront 
decrites plus loin, a propos des exemples. En particulier, Ies produits 
d'expression de ces inserats doivent etre aptes a inhiber une parasitemie 
induite in vivo par le parasite correspondant entier. 

De meme, invention inclut toutes compositions vaccinantes dans 
lesquelles la sequence polypeptidique constitutive essentielle du principe 
actif serait constitue d'un peptide capable d'induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale equivalents a celle 
produite par la p19 ou au fragment tel qu'.l vient d'etre defini, des lors que 
I'addition. la deletion ou la substitution dans sa sequence de certains 
acides amines par d'autres n'entraineraient pas une modification 
importante de la capacite du peptide ainsi modifie -ci-apres appele 



WO 97/30158 



PCT/FR97/00290 



« peptide immunologiquement equivalent »- a aussi inhiber la susdite 
parasitemie. 

Le fragment de la p19 peut naturellement aussi etre associe que ce 
soit du cote N-terminal ou du cote C-Terminal ou par ('intermediate d'une 
5 liaison peptidique a un autre fragment de proteine plasmodiale ayant un 
potentiel vaccinant comme par exemple une proteine (« Duffy Binding 
Protein » de P. vivax (29) ou EBA-175 de P. falciparum (30) et (31) dont 
une region est specifiquernent riche en cysteine), sous reserve que ne soit 
pas alteree, au contraire amplifiee, sa capacite d'inhiber une parasitemie 

10 normalement introduite in vivo par le parasite correspondant. 

Le fragment codant pour la pl9 ou une partie de celle-ci, peut 
contenir egalement, en amont de I'extremite N-terminale de p19, une 
sequence peptidique encore differente, par exemple a un fragment 
C-terminal du peptide signal utilise, tel que celui de la proteine MSP-1. 

15 Cette sequence comprend de preference moins de 50 acides amines, par 
exemple de 10 a 40 acides amines. 

Ces observations s'etendent de la meme fagon a des p19 issues 
d'autres Plasmodium, en particulier P.falciparum, I'espece dominante des 
parasites, responsable d : une des formes les plus graves de paludisme. 

20 Mais les techniques rappelees ci-dessus pour la production dans un 

systeme de baculovirus d'une p19 recombinante issue de P.vivax ou 
P.cynomolgi sont difficilement transposables telles quelles a la production 
d'une p19 recombinante de P.falciparum avec un rendement satisfaisant, 
ne fut-ce que pour obtenir des quantites appreciates autorisant la 

25 realisation d'essais d'immunoprotection. 

L'invention fournit egalement un procede remediant en grande 
partie a cette difficulte. II devient aussi possible d'obtenir des rendements 
beaucoup plus importants en p19 de P.falciparum -et d'autres 
Plasmodiums lorsque I'on rencontre des difficultes semblables- en mettant 

30 en oeuvre une sequence nucleotidique synthetique de substitution a la 
sequence nucleotidique naturelle codant pour la p19 de Plasmodium 
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falciparum dans un vecteur ^expression d'un systeme baculovirus, cette 
sequence nucleotidique synthetique codant pour la meme p19, mais etant 
caracterisee par une proportion de nucleotides G et C plus elevee que 
dans la sequence nucleotidique naturelle. 

En d'autres termes. I'invention decoule de la decouverte que 
I'expression dans un systeme baculovirus d'une sequence nucleotidique 
codant pour une P 19, etait apparemment liee a une compatibility amelioree 
des codons successifs de la sequence nucleotidique a exprimer avec la 
«machinene cellulaire » des cellules holes transformables par des 
baculovirus, a I'instar de ce qui est observe pour les sequences 
nucleotidiques naturelles normalement contenues dans ces baculovirus et 
exprimees dans les cellules botes infectees ; d'ou la mauvaise expression 
s.non parfois I'absence totale ^expression d'une sequence nucleotidique 
native de P. falciparum ; d'ou egalement une explication possible a 
I'expression plus efficace observee de la p19 de P.vivax dans un systeme 
baculovirus par Longacre et al. (14) et, comme les inventeurs I'ont aussi 
constate, de la sequence de P.cynomolgi a partir des sequences 
nucleotidiques p19 natives correspondantes, en raison de leurs teneurs 
relat.ves en nucleotides G et C beaucoup plus elevees que celles des 
sequences nucleotidiques natives codant pour les p19 de P.falciparum. 

L'invention concerne done aussi, plus generalement, un vecteur 
modifie du type baculovirus recombinant contenant sous le controle d'un 
promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible d'etre reconnu par des 
cellules transfectables par ce vecteur, une premiere sequence 
nucleotidique codant pour un peptide signal exploitable par un systeme 
baculov,rus, caracterise par une deuxieme sequence nucleotidique en aval 
de la premiere, egalement sous le controle de ce promoteur et code pour 
la sequence peptidique : 

o soil d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons ( P 19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozo.te d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
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pour I'Homme. ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 

• soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
5 d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 

apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 

• soit d'un peptide immunologiquement equivalent derive du susdit 
fragment peptidique C-terminal (p19) ou de la susdite partie de fragment 

10 peptidique par addition, deletion ou substitution d'acides amines 
n'entrainant pas une modification importante de la capacite de ce 
peptide immunologiquement equivalent a induire une reponse 
immunologique de type cellulaire et/ou humorale semblable a celle 
produite par ce fragment peptidique p19 ou a la susdite partie de ce 
15 fragment, et 

ladite sequence nucleotidique ayant le cas echeant une teneur en 
nucleotides G et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 
50% de la totalite des nucleotides dont elle est constitute. Cette sequence 
peut etre obtenue par construction d'un gene synthetique dans lequel les 
20 codons naturels ont ete changes par des codons riches en G/C sans que 
leur traduction soit modifiee (maintien de la sequence peptidique). 

En I'occurrence ladite sequence nucleotidique, fournie par un ADN 
synthetique, peut presenter au moins 10% de codons modifies par rapport 
a la sequence du gene ou du cDNA naturel tout en conservant les 
15 caracteristiques de la sequence naturelle traduite, c'est-a-dire le maintien 
de la sequence en amino-acides. 

Cela etant, on n'exclut pas que cette teneur en nucleotides G et C 
pourrait etre davantage accrue, des lors que les modifications qui en 
resulteraient quant a la sequence en acides amines du peptide 
i0 recombinant -ou peptide immunologiquement equivalent-produit 
n'entrameraient pas une perte des proprietes immunologiques, voire 
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protectees, des proteines recombinantes formees. notamment dans les 
essais qui seront illustres plus loin. 

Ces observations s'appliquent naturellement a d'autres Plasmodium 
infectieux pour I'homme, en particulier des lors que des sequences 
nucleotidiques natives codant pour les P 19 correspondantes, auraient des 
teneurs en nucleotides T et A difficilement compatibles avec une 
expression efficace dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour le signal utilise peut etre celle 
normalement assoc.ee a la sequence nat.ve du Plasmodium concerne 
Mais elle peut egalement etre issue d'un autre Plasmodium, par exemple 
Pvivax ou P.cynomolgi ou d'un autre organisme s'il est susceptible d'etre 
reconnu en tant que signal dans un systeme baculovirus. 

La sequence codant pour la p19 ou un fragment de celle-ci au sein 
du vecteur considere est, le cas echeant, depourvue de la sequence 
d'ancrage de la proteine native au parasite dont elle est issue, cas dans 
lequel la proteine exprimee est en general excretee dans le milieu de 
culture (forme soluble). II est d'ailleurs remarquable a cet egard que dans 
les conditions de I'invention, les formes solubles et ancrees de proteines 
recombinantes produites, en particulier iorsqu'elles sont issues de 
Pfalciparum ou P.cynomolgi ou P.vivax, ont tendance a former des 
oligomeres, cette propriete pouvant etre a I'orig.ne des immunogenics 
accrues des proteines recombinantes formees. 

L invention concerne tout autant les vecteurs dans lesquels la 
sequence codante contient la sequence d'extremite 3' terminate codant 
pour la sequence d'extremite C'-terminale hydrophobe de la p19 et qui est 
normalement impliquee dans Induction de I'ancrage de la proteine native 
a la membrane cellulaire de Thote dans lequel elle est exprimee. Cette 
region d'extremite 3'-terminale peut d'ailleurs etre heterologue vis-a-vis de 
la sequence codant pour la partie soluble de p19, par exemple 
correspondre a la sequence 3'-terminale issue de Pvivax ou d'un autre 
organisme des lors qu'elle code pour une sequence d'ancrage de 
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I'ensemble de la proteine recombinante produite a la membrane de I'hote 
cellulaire du systeme baculovirus mis en oeuvre. A titre d'exemple de telles 
sequences d'ancrage on cite la GPI de I'antigene CD59 exprimable dans 
des cellules d'insectes du type Spodoptera frugiperda (32) ou la GPI d'une 
5 proteine humaine CD14 (33). 

L'invention concerne naturellement aussi les proteines 
recombinantes, ces proteines comportant des epitopes conformationnels 
reconnus par des serums humains formes centre le Plasmodium 
correspondant. 

10 D'une fa?on generate, l'invention concerne egalement toute proteine 

recombinante du type indique ci-dessus, des lors qu'elle comporte des 
epitopes conformationnels tels que produits dans le systeme baculovirus, 
notamment ceux qui se trouvent etre instables en milieu reducteur. 

L'invention concerne naturellement lesdites proteines 

15 recombinantes, qu'elles soient sous la forme dite soluble ou sous la forme 
pourvue d'une region d'ancrage, en particulier aux hotes cellulaires mis en 
oeuvre dans le systeme baculovirus. 

Entrent egalement dans le champ de l'invention, les oligomeres 
produits spontanement dans les systemes baculovirus utilises ou produits 

20 a posteriori, en ayant recours a des techniques classiques 
d'oligomerisation de proteines. La technique couramment utilisee met en 
oeuvre le glutaraidehyde. Mais tout systeme ciassique de pontage entre 
des fonctions respectivement amine et carboxyle, telles qu'on les 
retrouvent dans les proteines pourra egalement etre utilise. A titre 

25 d'exemples, on peut mettre en oeuvre Tune quelconque des techniques 
decrites dans la demande de brevet europeen 0602079. 

Par « oligomere » on entend une molecule contenant de 2 a 50 
unites monomere, chacune de ces unites monomere contenant la p19 ou 
un fragment de celle-ci, tel que defini ci-dessus, capable de former un 

30 agregat. L'invention porte egalement sur tout produit de conjugaison entre 
une p19 ou fragment de p19 tel que defini ci-dessus, d'une part, et une 
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molecule porteuse -par exemple une polylysine-alanine- utilisable pour la 
production des vaccins, d'autre part, par I'intermediaire de liaisons 
covalentes ou non. Les compositions vaccinantes les mettant en oeuvre 
font egalement partie de I'invention. 

L'invention concerne egalement les compositions de vaccins mettant 
en oeuvre ces proteines recombinantes oligomeres ou conjugues, y inclus 
d'ailleurs les proteines issues de Plasmodium vivax, ces observations 
s'etendant egalement aux oligomeres de ces proteines recombinantes. 

Font egalement partie de l'invention les compositions dans 
lesquelles les proteines recombinantes susmentionnees sont associees a 
un adjuvant, par exemple un alun Les proteines recombinantes 
comportant ('extreme region C-terminale permettant leur ancrage a la 
membrane des cellules dans lesquelles elles sont produites sont 
avantageusement utilisees en combinaison avec des lipides aptes a former 
des liposomes et appropries a la production de vaccins. Sans qu'il y ait eu 
lieu de s'y limiter, on peut avoir recours aux lipides decrits a cet effet par 
exemple dans I'ouvrage intitule « Les liposomes aspects technologique, 
biologique et pharmacologique » de J. Delattre et al., edition INSERM, 



1993 



La presence de la region d'ancrage dans la proteine recombinante, 
qu'il s'agisse d'une region d'ancrage homologue ou heterologue vis-a-vis 
de la partie vaccinante proprement dite, est de nature a favoriser la 
production d'anticorps cytophiles, notamment du type lgG 2a et lgG 2b chez la 
souris qui pourraient avoir une activite protectrice particulierement elevee, 
au point que Ton pourrait se dispenser d'associer les principes actifs de 
vaccins ainsi constitues avec des adjuvants autres que les lipides utilises 
pour la constitution des formes liposomiques. II s'agirait la d'un avantage 
important, puisque les liposomes peuvent etre lyophilises dans des 
conditions permettant leur stockage et leur transport, sans que des 
30 chaines de froid ne soient alors indispensables. 
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D'autres caracteristiques de I'invention apparaitront encore au cours 
de la description qui suit d'exemples de proteines recombinantes entrant 
dans le cadre de I'invention et des conditions dans lesquelles elles 
peuvent etre produites, sans que ces exemples soient de nature a limiter la 
5 portee de I'invention. 

Description de la construction PfMSP1 p19 S (soluble) (p19 soluble 
issue de P.falciparum) 

La construction recombinante PfMSP1 p19 S contient de I'ADN 
10 correspondant aux 8 paires de base de la sequence leader et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de Met, a Asp 32 
(isolat Belem ; Del Portillo et al. 1991. P.N.A.S. 88, 4030.) suivis par un 
GluPhe, du au site EcoR1 faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 
suivi par le gene synthetique, decrit dans Figure 1 , codant le Plasmodium 
1 5 falciparum MSP1 p19 de Asn 1613 a Ser 1705 (isolat Uganda-Palo Alto ; Chang et 
al. 1988. Exp. Parasitol. 67,1). La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 
recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 
infectees. 

20 'a meme facon et a des fins de comparaisons, on a produit une 

construction recombinante dans des conditions semblables a celles 
utilisees pour la production de la p19 ci-dessus, mais en travaillant avec 
une sequence codante consistant en une copie directe de I'ADN 
correspondant de la souche P.falciparum (FLIP) decrite par Chang et al., 

25 Exp. Parasit. 67,1; 1989. La copie de ce gene naturel (s'etendant de 
I'asparagine 1613 a la serine 1705) a ete formee par PCR a partir du gene 
natif. 

On a represents dans la Figure 1A les sequences a la fois du gene 
30 synthetique (Bac19) et du « gene natif » (PF19). 
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On remarque que 57 codons sur les 93 codons de la sequence 
codante native pour la p1 9 issue de P.falciparum ont ete modifies (pour ce 
qui est du troisieme nucleotide dans 55 d'entre eux et du premier et 
troisieme nucleotides dans les deux codons restant). Des codons 
5 nouveaux ont ete ajoutes a I'extremite 5' pour introduire le peptide signal 
dans les conditions qui ont ete indiquees ci-dessus et pour introduire un 
site EcoRI pour le clonage, d'une part, et de meme ont ete ajoutes deux 
codons stop non presents dans la p19 de P.falciparum aux fins d'obtenir 
des s.gnaux de termina.son de ('expression. Les lettres individualists 
10 placees respectivement au dessus des codons successifs correspondent 
aux acides amines respectifs successifs. Les astensques <•) se rapportent 
aux codons stop. Les lignes verticales soulignent les nucleotides qui sont 
les memes dans les deux sequences. 

15 Description de la construction PfMSP1 p19 A (ancre GPI) (p19 ancree de 
P.falciparum) 

La construction PfMSPl pl9 A a des caracteristiques de la precedente 
sauf que la sequence synthetique (Figure 1B) code pour le MSP1 p19 de 
Plasmodium falciparum (isolat Uganda-Palo alto) de Asn l613 a lle 1726 suivie 
20 par deux codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une 
proteine recombinante qui est ancree dans la membrane plasmique des 
cellules infectees par une structure du type glycosyl phosphatidyl inositol 
(GPI). 



La figure 1C est representative de la sequence de la proteine 
recombinante PfMSP1 P19 S avant coupure de la sequence signal. 

La figure 1D est representative de la sequence de la proteine 
recombinante PfMSP1 p19 S apres coupure de la sequence signal 

30 
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Les acides amines soulignes dans les figures 1C et 1D proviennent 
du site EcoR1 utilise pour joindre les sequences nucleotidiques derivees 
de la partie N-terminale de MSP1 de P.vivax (avec sequence signal) et de 
MSP1 p19 de P. falciparum. 
5 Figure 2 - L'antigene recombinant PfMSP1 p19 soluble purifie par 

immunoaffinite a ete analyse par immunoblot apres SDS-PAGE en 
presence (reduit) ou absence (non reduit) de B-mercaptoethanol. Les 
echantillons sont chargees sur gel apres chauffage a 95°C en presence de 
2% SDS. Dans ces conditions seulement des liaisons du type covalent 

10 (ponts disulfure) peuvent resister a la desagregation. Le blot de gauche a 
ete revele avec un anticorps monoclonal qui reagit avec un epitope lineaire 
de la p19 naturelle. Le blot de droite a ete revele avec un melange de 13 
antisera humains provenant des sujets avec une immunite acquise au 
paludisme du a Plasmodium falciparum. Ces resultats montrent que la 

15 molecule recombinante de baculovirus reproduit bien les epitopes 
conformationnels en forme de polymere qui sont reconnus en majorite par 
I'antiserum humain. 



Figure 2B: Analyse par immunoblot avec antiserum humain du 
MSP-1 p19 purifie de P. vivax et P. cynomolgi recombinant dans des 
conditions non-reduites (NR), reduite seulement dans le milieu de 
chargement (R) et reduite irreversiblement (IR): 

Ce travail est base sur I'idee que le systeme d'expression 
baculovirus reproduit correctement et en grande proportion les epitopes 
conformationnels presents in vivo sur la partie C-terminale de MSP-1. Le 
meilleur moyen de mesurer cette propriete (et peut etre le seul moyen 
possible en absence des proteines natives purifiees correspondant au 
p19) est d'etudier la reactivite des proteines recombinantes avec 
I'antiserum des individus exposes au paludisme, ceci etant un reflet des 
proteines natives telles qu'elles sont "vues" par le systeme immunitaire 
humain. 
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Done, les antigenes recombinants PvMSP-1 p19 et Pc MSP-1 p19 
solubles purifie par immunoaffinite ont ete analyse par immunoblot apres 
SDS-PAGE (15%) en presence (reduit) ou absence (non-reduit) de DTT 
Les echantillons sont chargees sur gel apres chauffage a 95°C en 
presence de 2% SDS. La reduction irreversible etait faite comme suit: la 
proteine est resuspendue en 0.2 M Tris-HCl, pH 8.4. 100 mM DTT, 1.0% 
SDS et chauffee 30 minutes a 70°C. Apres dilution avec I'eau, de 
I'acrylamide est ajoute a une concentration finale de 2 M et la mixture est 
incubee sous azote sans iumiere 1 heure a 37X. L'.mmunoblot a ete 
revele avec un melange de 25 ant.sera humains provenant des sujets avec 
une immunite acquise au paludisme du a Plasmodium vivax. V et C 
designe respectivement les proteines derivees de MSP-1 de P. vivax et P. 
cynomolgi. II est remarquable que les proteines recombinantes reduites de 
facon irreversible ne montrent aucune react.vite avec I'antiserum humain 
tandis que les proteines reduites de facon non-irreversible ou non-reduites 
montrent une bonne reactivite. (Le Pv MSP-1 P 19 non-reduit est un peu 
faible parce que dans son etat glycosyle il ne se lie pas tres bien au papier 
nitrocellulose.) Ces resultats montrent que la reconnaissance des 
molecules MSP-1 P 19 de bacu.ovirus par ("antiserum humain est en grande 
partie. s.non completement dependant des epitopes conformationnels 
sensibles a la reduction qui sont reproduits dans ce systeme. 

Figure 3 - L'antigene recombinant PvMSP1 P42 soluble (Longacre et 
al. 1994, op.cit.) a ete incube pendant 5 heures a 37" en presence des 
fractions de proteines derivees des merozo.tes de P. falciparum et 
separees par isoelectrofocal.sation. Par la suite les echantillons ont ete 
analyses par immunoblot en presence (reduit) ou absence (non reduit) de 
B-mercaptoethanol. Les fractions 5 a 12 d-isoelectrofocalisation, ainsi que 
deux extraits totaux de merozoVtes faits en presence (Tex) ou absence (T) 
de detergent ont ete analyses. L'immunoblot a ete revele avec des 
anticorps monoclonaux specifies pour le MSP1 p42 et pig de P.vivax. Les 
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resultats suggerent qu'il y a une activite proteolytique dans les merozoTtes 
de P. falciparum qui peut etre extraite en detergent. La digestion du p42 
dans certaines fractions semble provoquer une polymerisation des produits 
de digestion (p19) ; cette polymerisation est probablement liee a la 
5 formation de ponts disulfure puisqu'en presence de B-mercaptoethanol, les 
formes de haut poids moleculaire disparaissent en faveur d'une molecule 
d'environ 19 kDa (Tex-R). La polymerisation du p19 observee dans ces 
experiences pourrait done etre une propriete intrinseque de cette molecule 
in vivo. 

10 

Figure 3B: La contribution differentielle des antigenes p42 et p19 a 
la reponse humaine anti-MSP-1 de P. vivax. 

La reconnaissance des antigenes MSP-1 p42 et p19 de P. vivax par 
I'antiserum des individus ayant une immunite acquise a P. vivax a ete 

15 comparee par la technique d'inhibition d'ELISA comme suit: un melange 
de 25 antiserums humains provenant des sujets avec une immunite 
acquise au paludisme du a P. vivax a ete dilue au 1:5000 et incube 4 
heures a temperature ambiante soit seui, soit en presence d'une solution 
de 1 mM p42 ou p19 recombinant purifie de P. vivax. Cette mixture a ete 

20 transferee dans un puits de microtitre auparavant revetu pendant 18 
heures a 4°C par 500 ng ml" 1 p42 ou p19 recombinant purifie absorbe, et 
incubee 30 minutes a temperature ambiante. Apres lavage avec PBS 
contenant 0.1% Tween 20, un anti-souris IgG de chevre conjugue avec 
peroxydase a ete ajoute et la mixture a ete incubee 1 heure a 37°C et 

25 I'activite enzymatique a ete revelee par lecture de la densite optique a 492 
nm. La pourcentage d'inhibition a ete calculee base sur des valeurs de 
100% de reactivite d'antiserum avec I'antigene revetu en plaque de 
microtitre en absence d'un antigene competiteur. Les donnees statistiques 
ont ete calculees en utilisant le programme Statview. Chaque barre 

30 represente inhibition moyenne en pourcentage d*une paire d'antigenes 
competiteur / absorbe basee sur 4 a 12 determinations et les lignes 
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verticales correspondent a un inlervalle de 95% de confiance. Les etoiles 
(*) designent des antigenes produits en presence de tunicamycine, done 
sans N-glycosylation. Les parametres importants de ces mesures sont la 
dilution d'antiserum a 1:5000 qui est dans la region sensible des courbes 
d'ELISA et les concentrations d'antigenes competiteurs a 1 mM qui 
incluent la competition par les epitopes de basse affinite. Done, les 
donnees refletent la similitude maximum entre les deux antigenes 
compares. Les resultats montrent que la plupart, si ce n'est pas tous les 
epitopes du P 42 reconnus par ('antiserum humain sont presents sur le p19 
puisqu'en presence de ce dernier, la reactivite de ('antiserum humain 
centre le p42 est inhibee autant que par I'antigene p42 lui meme. Mais, au 
contra.re, environ 20% des epitopes du P 19 reconnus par ('antiserum 
humain ne le sont pas ou ne sont pas access.bles sur le p42, puisque la 
reactivite de ('antiserum humain contre le P 19 est bien moins inhibee par le 
p42 que par le p19 lui meme. Des tels epitopes specifiques du p19 
peuvent etre constitue ou reveles seulement apres la coupure du p42 en 
P19 et p33. Ces resultats ne sont pas affectes par la glycosylation 
montrant que I'effet est bien du a une difference entre les composants 
peptidiques du p19 et p42 et pas a une difference de glycosylation. Ces 
resultats souligne le fait que le p19 a une identite immunologique distincte 
du p42. 
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Description de la construction PcMSP1 p19 S (soluble) (p19 soluble de 
P.cynomolgi) 

L'ADN utilise pour la construction susdite a ete obtenu a partir d'un 
clone de la souche de Plasmodium cynomolgi ceylonesis (22-23). Cette 
souche a ete maintenue par des passages successifs dans son hole 
naturel (Macaca sinica) et des transmissions cycliques par I'intermediaire 
de moustiques (27). 

Des parasites sanguins ont ete obtenus a partir des singes infectes 
au stade schizonte mature quand les parasitemies ont atteint un niveau de 
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5%. Ms ont alors ete purifies selon la methodes decrites dans (25). L'ADN a 
ensuite ete extrait comme decrit dans (26). 

Un fragment de 1200 paires de base a ensuite ete produit en ayant 
recours a la reaction PCR mettant en oeuvre les oligonucleotides 
5 soulignes dans la Figure 4 et issus de P.vivax. ^oligonucleotide 5' 
comprenait un site de restriction EcoRI et ('oligonucleotide 3' deux codons 
synthetiques stop TAA suivis d'un site de restriction Bglll. Ce fragment a 
ete introduit par ligation et par I'intermediaire de ces sites EcoRI et Bglll 
dans le plasmide pVLSV 200 .contenant deja la sequence signal de la 

10 proteine MSP-1 de P.vivax (19). Le nouveau plasmide (pVLSV 200 C4 2 ) a ete 
utilise pour I'analyse de sequences d'ADN. 

Les sequences de P.cynomolgi et des sequences correspondantes 
de P.vivax ont ete mises en alignement. Les fleches noires designent les 
sites de clivage primaire et secondare presumes, lis ont ete determines 

15 par analogie avec les sites connus dans P.falciparum (27, 28). Des lignes 
verticales et des fleches horizontales localisent les limites des quatre 
regions qui ont ete etudiees. La region 4 correspond a la sequence codant 
pour la p19 de P.cynomolgi. Des sites de glycosylation sont encadres et 
les cysteines conservees sont soulignees. Dans la partie inferieure de la 

20 Figure 4 sont indiques les pourcentages identite entre les deux isolats de 
P.vivax et P.cynomolgi 

La construction recombinante PcMSP1 p19 S contient de I'ADN 
correspondant aux 8 paires de bases de la sequence « leader » et les 32 
premiers acides amines de MSP1 de Plasmodium vivax de Meti a Asp 32 

25 (isolat Belem ; Del Portillo et al. 1991. P.N. A S. 88, 4030.) suivis par un 
GluPhe, du au site EcoRI faisant la liaison des deux fragments. Le tout est 
suivi par la sequence codant pour le MSP1 p19 de Plasmodium cynomolgi 
(souche Ceylon) de Lys 27 e a Ser^o. La construction est terminee par deux 
codons stop de TAA. Cette construction donne lieu a une proteine 

30 recombinante qui est secretee dans le surnageant de culture des cellules 
infectees. 
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Purification de la proteine recombinante PfMSP1p19 par 
chrbmatographie d'immunoaffinite avec un anticorps monoclonal 
reconnaissant specifiquement la p19 de Plasmodium falciparum. 

La resine de chromatographie a ete preparee en liant 70 mg d'un 

5 anticorps monoclonal (obtenu a partir d'un hybridome G17.12 depose a la 

CNCM (Paris, France) le 14 fevrier 1997 sous le n°l-1846 ; cet hybridome 

G17.12 a ete construit a partir du myelome X63 Ag8 653 produisant des 

IgG 2a/k reconnaissant la p19 de P.falciparum) a 3g de CNBr-Sepharose 

4B act.ve (Pharmacia) par des methodes standards detaillees dans le 

1 0 mode d-emploi fourni par Pharmacia. Les surnageants de culture contenant 

le PfMSP1 P 19 soluble ont ete incubes en batch avec la resine de 

chromatographie pendant 16 heures a 4°C. La colonne a ete lavee une 

fois avec 20 volumes de 0.05% NP40, 0.5M NaCI, PBS ; une fois avec 5 

volumes de PBS et une fois avec 2 volumes de 10 mM phosphate de 

15 sodium, pH 6.8. L'elution a ete effectuee avec 30 ml de 0.2 M glycine, pH 

2.2. L'eluat a ete neutralise avec 1 M phosphate de sodium, pH 7.7 puis 

concentre par ultrafiltration et dialyse contre du PBS. Pour la purification 

du PfMSP1pl9 ancre, toutes les solutions de lavage et elution contenaient 

en supplement 0.1% 3-(Dimethyl-dodecylammonio)-propane sulfonate 
20 (Fluka). 
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Essai de vaccination de MSP1 recombinant de Plasmodium vivax (p42 
et p19) chez le singe ecureuil Saimiri sciureus. 

Cet essai de vaccination a ete fait chez des Saimiri sciureus 
boliviensis males de 2 a 3 ans. non splenectomises. Trois singes ont ete 
injectes 3 fois par voie intramusculaire a 3 semaines d'intervalle avec un 
melange d'environ 50 a 100 ug chacun, de PvMSP1 p42 et pl9 soluble 
recombinant (19), purifie par immunoaffinite. L'adjuvant de Freund complet 
et incomplet etait utilise comme suit: 1 6re injection: 1:1 FCA/FIA 2* me 
30 injection 1:4 FCA/FIA; 3*- injection: FIA. Ces compositions d'adjuvant 
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etaient melangees par la suite 1:1 avec I'antigene en PBS. Les cinq singes 
controles recevaient I'antigene glutathione-S-transferase (GST) produit 
dans E.coli selon le meme protocole. L'infection d'epreuve etait effectuee 
en injectant 2.10 6 hematies infectees avec une souche adaptee de 
5 Plasmodium vivax (Belem) 2.5 semaines apres la derniere injection. La 
protection a ete evaluee en determinant les parasitemies journalieres chez 
tous les animaux par examen des frottis colores avec giemsa. 

Les courbes de la Figure 5 sont representatives de la variation de la 
parasitemie mesuree en nombre d'hematies parasitees par microlitre de 
10 sang (sur I'axe des ordonnees a I'echelle logarithmique) en fonction du 
temps ecoule apres l'infection (en jours). La courbe A correspond aux 
valeurs moyennes observees chez les trois singes vaccines, la courbe B ; 
les valeurs moyennes chez cinq singes temoins. 

De I'examen de la figure decoule une tres forte reduction de la 
1 5 parasitemie sous I'effet de la vaccination. 

Essai de vaccination de MSP1 recombinant de Plasmodium 
cynomolgi (p42 et p19) chez le singe toque, Macaca sinica. 

Quinze singes captures ont ete utilises comme suit : (1) 3 animaux 

20 injectes avec 100 ug PcMSP1 p „ 2 soluble ; 3 animaux injectes avec 35 ug 
(1 ere injection) ou 50 ug (2* me et 3 6me injections) PcMSP1 p19 soluble ; (3) 3 
animaux injectes avec un melange de PcMSP1 p42 et pl9 ; (4) 3 animaux 
injectes avec I'adjuvant plus PBS ; (5) 3 animaux non injectes. L'adjuvant 
de Freund complet et incomplet a ete utilise selon le protocole decrit ci- 

25 dessus. Les injections on ete faites par voie intramusculaire a 4 semaines 
d'intervalle. L'infection d'epreuve etait faite en injectant 2.10 5 hematies 
infectees avec Plasmodium cynomolgi 4 semaines apres la derniere 
injection. La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies 
journalieres chez tous les animaux en examinant les parasitemies avec 

30 giemsa. Les parasitemies ont ete classees comme negatives uniquement 



WD 97/30158 



26 



PCT/FR97/00290 



10 



25 



apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies sont 
exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. 

Les Figures 6A-6G sont illustratives des resultats obtenus. Dans 
chacune d'elles apparaissent les parasitemies (exprimees en 
pourcentages d'hematies parasitees sur I'axe des ordonnees a I'echelle 
logarithmique) observees chez les animaux d'epreuve en fonction des 
temps apres I'infection (en jours sur les axes des abscisses). 
Les resultats concernent : 
o dans la figure 6A ; des animaux controles non vaccines ; 
o la figure 6B concerne des animaux qui avaient recu une solution 

saline contenant en outre I'adjuvant de Freund ; 
o la figure 6C est une superposition des figures 6A et 6B, dans le but de 
faire apparaitre les resultats relatifs resultant de I'administration de 
I'adjuvant de Freund aux animaux (les variations ne sont evidemment 
15 pas significatives) ; 

° la figure 6D fournit les resultats obtenus a Tissue d'une vaccination 
avec la p42 ; 

° la figure 6E concerne des animaux vaccines avec la seule p19 ; 
o enfin, la figure 6F concerne les animaux vaccines avec un melange de 
20 p19etp42. 

La p42 induit certes un certain niveau de protection. Mais comme en 
temoignent les figures 6E et 6F, la protection conferee par la p19 
recombinante selon I'invention est considerablement amelioree. 

On peut formuler I'hypothese que Amelioration de la protection 
resulte d'un clivage secondaire de la p42 qui s*accompagne du 
devoilement de cysteine libre qui forme, par la suite, des ponts disulfure 
intermoleculaires donnant lieu a des multimeres du P 19 tres 
caracteristiques de cette forme dans les proteines recombinantes des trois 
especes testees. 
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Les chiffres utilises pour elaborer les graphiques (6A-6F) sont 
precises dans la Figure 6G. 

Essai de vaccination P.cynomolgiJsinge toque ; deuxieme infection 
5 d'epreuve sur singes vaccines avec p19 seule et controles (Figures 8) 

Six mois plus tard, sans autre immunisation, les 3 singes ayant recu 
le MSP-1 p19 seule avec FCA/FIA (Figure 6E) et les 3 singes ayant recu 
une solution saline contenant I'adjuvant de Freund (Figure 6B) ainsi que 2 
nouveaux singes naifs non vaccines ont subi une nouvelle infection 

10 d'epreuve par injection de 1.10 6 hematies infectees avec Plasmodium 
cynomolgi. La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies 
journalieres chez tous les animaux en examinant les frottis avec du 
giemsa. Les parasitemies ont ete classees comme negatives uniquement 
apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies sont 

15 exprimees en pourcentage d'hematies parasitees (les chiffres utilises pour 
elaborer les graphiques 8A-C sont precises dans la Figure 8D). Les six 
animaux immunises qui avaient subi une infection d'epreuve six mois 
auparavant n'avaient pas de parasitemie detectable sauf pour 1 animal 
dans chaque groupe qui a presente une parasitemie a 0.008% pendant 1 

20 jour (Figures 8A et 8B). Les deux controles naifs montrent une 
parasitemie classique avec un maximum de 0.8% et pendant 21 jours 
(Figure 8C). Done, les 3 animaux vaccines avec le MSP-1 p19 etaient 
aussi proteges six mois plus tard que les 3 controles qui presentaient une 
infection complete classique apres le premiere infection d'epreuve, malgre 

25 une absence ou un tres faible parasitemie apres la premiere infection 
d'epreuve. Ces resultats suggerent que la duree de protection du p19 est 
au moins de six mois. 

30 
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Essai de vaccination avec p19 en association avec alun dans le 
systeme P.cynomolgUs'inge toque (Figures 9) 

Les resultats positifs de protection precedents ont ete obtenus en 

utilisant I'adjuvant complet (FCA) ou incomplet (FIA) de Freund. 

5 Cependant, le seul adjuvant admis actuellement chez I'homme est I'aiun. 

Pour cette raison, nous avons fait un essai de vaccination avec le MSP-1 

p19 de P. cynomolgi chez le singe toque en presence d'alun comme 

adjuvant. Six singes captures ont ete utilises comme suit: (1) 3 animaux 

injectes avec 4 doses de 50 mg MSP-1 p19 recombinant de P. cynomolgi 

10 avec 20 mg d'alun (2) 3 animaux injectes 4 fois avec de I'eau 

physiologique et 10 mg de alun. Les injections ont ete faites par voie 

intramusculaire a 4 semaines d'intervalle. L'infection d'epreuve etait faite 
5 

en injectant 2.10 hematies infectees avec P. cynomolgi 4 semaines apres 
la derniere injection. La protection a ete evaluee en determinant les 

15 parasitemies journalieres chez tous les animaux en examinant les frottis 
avec le giemsa. Les parasitemies ont ete classees comme negatives 
uniquement apres comptage de 400 champs de frottis. Les parasitemies 
sont exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. Les resultats de 
cette experience sont les suivants: 2 des 3 singes immunises avec le p19 

20 recombinant en alun avaient environ 30 fois moins de parasitemie totale 
pendant la duree de l'infection (Figures 9A et 9B) que les 3 singes 
controles immunises avec de I'eau physiologique et de I'aiun (Figure 9D) 
apres l'infection d'epreuve. Le troisieme singe immunise avec p19 (Figure 
9C) n'etait pas tres different des controles. Pour I'essai de vaccination de 

25 Plasmodium cynomolgi p19 chez le singe toque, Macaca sinica, decrit 
dans la Figure 9, les chiffres utilises pour elaborer les graphiques (9A-9D) 
sont precises (Figure 9E). Bien que ces resultats soient un peu moins 
spectaculaires que les precedents (Figures 6, 8) ; c'est la premiere fois 
qu'une protection significative est observee pour MSP-1 recombinante en 

30 alun. 
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Figure 10 : Essai de vaccination avec une p19 recombinante de 
Plasmodium falciparum chez le singe ecureuil. 

Vingt singes Saimiri sciureus guyanensis (singe ecureuil) d'environ 
3 ans eleves en captivite ont ete utilises comme suit: (1) 4 animaux 
injectes avec 50 mg de Pf MSP-1 p19 soluble en presence d'adjuvant de 
Freund comme suit: 1 ere injection: 1:1 FCA/FIA; 2® me injection: 1:4 
FCA/FIA; 3 eme injection: FIA Ces compositions d'adjuvant ont ensuite 
ete melangees avec I'antigene en PBS 1:1 ; (2) 2 animaux controles 
recevaient I'adjuvant de Freund comme decrit pour (1) avec uniquement 
PBS; (3) 4 animaux injectes avec 50 mg de Pf MSP-1 p19 soluble en 
presence de 10 mg d'alun (Alu-Gel-S, Serva); (4) 2 animaux controles 
recevaient 10 mg d'alun avec uniquement PBS; (5) 4 animaux injectes 
avec environ 50-100 mg Pf MSP-1 p19 ancre GPI reconstitues en 
15 liposomes comme suit: 300 mmoles de cholesterol et 300 mmoles de 
phosphatidyl choline etaient seches sous vide et resuspendus en 330 mM 
N-octylglucoside en PBS avec 1.4 mg de Pf MSP-1 p19,GPI. Cette 
solution avait ete dialysee contre PBS avec des Bio-Beads SM-2 
adsorbant (Bio-Rad) et les liposomes ainsi formes etaient concentres par 
20 centrifugation et resuspendus en PBS La 1 ere injection etait faite avec 
des liposomes frais maintenus a 4°C et les 2 eme et 3® me injections etaient 
faites avec des liposomes ayant ete congeles pour conservation; (6) 2 
animaux injectes avec des liposomes controles faits de la meme facon en 
absence de I'antigene p19, GPI, comme decrit pour (5); (7) 2 animaux 
25 injectes avec de I'eau physiologique. Trois injections ont ete faites par 
voie intramusculaire a 4 semaines d'intervalle. L'infection d'epreuve etait 
faite en injectant 1.10 hematies infectees avec Plasmodium falciparum. 
La protection a ete evaluee en determinant les parasitemies journalieres 
chez tous les animaux en examinant les frottis avec giemsa. Les 
30 parasitemies sont exprimees en pourcentage d'hematies parasitees. Les 
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resultats de cet essai de vaccination sont exposes dans les Figures 10, A- 



G 
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Les groupes immunises avec le p19 en adjuvant de Freund ou en 
liposome ont demontre des parasitemies semblables aux groupes 
controles apres une infection d'epreuve (un animal (numero 29) vaccine 
avec P 19 en adjuvant de Freund est mort queiques jours apres ('infection 
d'epreuve pour des raisons independantes de la vaccination (crise 
cardiaque)). Des irregularis dans I'administration de I'antigene dans ces 
2 groupes (mauvaise emulsion de Freund, liposomes congeles) ne 
permettent pas d'evaluer de facon complete la signification de ces 
resultats. Dans le groupe alun 2 animaux ont montre des parasitemies 
totales pendant la duree de I'infection env.ron 4 fois moins importantes que 
les controles, I animal environ 3 fois moins importante et 1 animal etait 
semblable aux controles. Cette experience est un peu difficile a interpreter 
a cause de la variability dans les controles, probablement due a la souche 
de parasite utilisee pour I'infection d'epreuve qui n'aurait pas ete assez 
adaptee au modele Saimiri non spenectomise mis au point que recemment 
a Cayenne. Neanmoins, I'effet reel, quoiqu'imparfait, avec I'alun est 
encourageant dans la rnesure ou nos antigenes semblent etre les seules 
versions recombinantes MSP-1 de P. falciparum qui, pour I'instant, ont 
demontre une certaine efficacite en association avec I'alun. 

Essai de vaccination avec une p19 recombinante de Plasmodium 
falciparum chez le singe ecureuil (meme essai que Figures 10) 

Des singes eleves en captivite ont ete injectes avec 1 ml d'inoculum 
par voie intramusculaire 2 fois a 4 semaines d'intervalle comme suit : (1) 4 
animaux injectes avec 50 ug de PfMSPlp19 soluble en presence 
d'adjuvant de Freund comme suit: |ere injection 1:1 FCA/FIA; 2eme 
injection 1:4 FCA/FIA; et melanges par la suite 1:1 avec I'antigene en 
PBS; (2) 4 animaux injectes avec 50 ug de PfMSP1p19 soluble en 
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presence de 10 mg d'alun; (3) 4 animaux injectes avec environ 50 ug de 
PfMSP1p19 ancre GPI reconstitues en liposomes composes 1:1 en 
molarite de cholesterol et phosphatidyl choline. Les animaux ont ete 
saignes 1 7 jours apres la deuxieme injection. 
5 Les globules rouges provenants d'un singe ecureuil avec 30% de 

parasitemie due a P. falciparum (avec des formes mures en majorite) ont 
ete laves en PBS et le culot etait dilue 8 fois en presence de 2% SDS et 
2% dithiothreitol et chauffe a 95° avant d'etre charge sur un gel de 
polyacrylamide de 7.5% (gel de separation) et 4% (gel de stacking) (haut 

10 du gel). Apres transfere en nitrocellulose I'analyse par immunoblot 
(immunoempreinte) a ete fait avec des antisera comme suit: (1) pool 
d'antisera des 4 singes vaccines avec PfMSP1p19 soluble en adjuvant de 
Freund dilue au vingtieme ; (2) pool d'antisera des 4 singes vaccines avec 
PfMSP1p19 soluble en adjuvant alun dilue au vingtieme; (3) pool 

15 d'antisera des 4 singes vaccines avec PfMSP1p19 ancre en liposomes 
dilue au vingtieme ; (4) I'anticorps monoclonal, qui reagit avec un epitope 
lineaire de PfMSP1p19, a 50 ug/ml ; (5) pool d'antisera SHI90 provenant 
d'un vingtaine de singes infectes a repetition par P. falciparum et devenus 
refractaires a toute infection ulterieure de P. falciparum, dilue au cinq 

20 centieme ; (6) pool d'antisera des singes naifs (n'ayant jamais ete exposes 
a P. falciparum) dilue au vingtieme. 

Les resultats montrent que les 3 pools d'antisera des singes 
vaccines avec le PfMSP1p19 reagissent de facon importante et specifique 
avec des complexes de tres haut poids moleculaire (se trouvant de facon 

25 diffuse dans le gel de stacking) et presents dans des extraits de parasite 
contenant davantage de formes mures. Ces resultats confortent 
I'hypothese de la presence d'une agregation specifique du MSP1p19 in 
vivo comportant des epitopes qui sont reproduits dans les molecules 
recombinantes PfMSP1p19 synthetisees dans le systeme baculovirus, en 

30 particulier celles en forme d'oligomere. 
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La figure 7 illustre egalement ces resultats. Elle se rapporte aux 
immunoempreintes produites sur gel. Les trois premieres colonnes du gel 
illustrent la reponse in vivo de singes a des injections de p19 [(1) avec 
I'adjuvant de Freund, (2) avec de I'alun, (3) sous forme de liposome] et 
5 notamment I'existence de complexes de haut poids moleculaire confortant 
I'hypothese de I'agregation in vivo de p19 sous forme d'oligomere, 
specifique du stade de maturation (quand p42 est coupe en p19 et p33). 

Cet essai de vaccination comprend egalement une troisieme 
injection identique aux precedentes. L'injection avec I'adjuvant de Freund 
10 comprend uniquement du FIA. 

II y a deux animaux controles pour chaque groupe, a savoir : 2 
animaux controles injectes avec PBS et I'adjuvant de Freund ; 2 animaux 
controles injectes avec PBS et alun ; 2 animaux controles injectes avec 
liposomes sans proteine ; et deux animaux injectes avec PBS sans 
1 5 adjuvant. La protection est evaluee comme decrit ci-dessus. 

Figure 7B: Les donnees pour cette figure sont derivees de I'essai 
de vaccination de P. falciparum I singe ecureuil (Figure 10 ci-apres). Les 
chiffres correspondent aux singes indiviauels notes aans la Figure 10. Les 

20 techniques et methodes pour cette figure sont les memes que pour la 
Figure 7 sauf que I'antiserum individuei de chaque singe note a ete teste 
apres trois injections le jour de I'infection d'epreuve et I'antiserum SHI a 
ete dilue 1:250. Les resultats montrent que I'antiserum des 4 singes 
vaccines avec le p19 et alun reagissent de facon importante et specifique 

>5 avec des complexes de tres haut poids moleculaire tandis que les singes 
des autres groupes vaccines avec le p19 et I'adjuvant de Freund ou des 
liposomes ne montrent qu'une faible reactivite avec ces complexes. 
Puisque les singes vaccines avec p19 et alun ont aussi ete le mieux 
proteges, cette reactivite avec les complexes de haut poids moleculaire 

i0 paraTt indiquer un effet protecteur, et cela malgre qu'un singe dans le 
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groupe alun n'etait pas protege par rapport aux controles et qu'un autre ne 
I'etait que partiellement. 

L'invention concerne naturellement d'autres applications, par 
5 exemple celles exposees ci-apres en rapport avec certains des exemples. 
lesquels ne presentent aucun caractere limitatif. 

Therapeutiaue 

La molecule recombinante PfMSPlp19 peut etre utilisee pour 
10 produire des anticorps specifiques eventuellement utilisables par transfert 
passif dans un but de therapeutique adaptee au paludisme severe du a P. 
falciparum avec risque de mortalite 
Diagnostic 

Les molecules recombinantes PvMSPlp42 et PvMSP1p19 et 
15 PfMSP1p19 derivees de baculovirus peuvent et ont ete utilisees pour 
produire des anticorps monoclonaux specifiques murins. Ces anticorps, en 
combinaison avec des antisera polyclonaux anti MSP1p19 provenant d'une 
autre espece telle que le lapin ou la chevre, peuvent etre a la base d'un 
test de diagnostic semi-quantitatif pour le paludisme et capable de 
20 distinguer entre un paludisme du a P. falciparum, qui peut etre mortel, et 
un paludisme du a P. vivax, qui n^est generalement pas mortel. Le principe 
de ce test serait de pieger et quantifier toute molecule de MSP1 contenant 
la partie p19 dans le sang. 

Dans ce cadre, les avantages de la molecule MSP1p19 sont les 
25 suivants: 

(i) elle est a la fois extremement bien conservee au sein d'une 
meme espece et suffisamment divergente entre des especes differentes 
pour permettre de produire facilement des reactifs specifiques d'espece. 
Aucune reaction croisee n'a ete observee entre les anticorps derives de 
30 PfMSPlp19 et PvMSP1p19 ; 
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(ii) la fonction du MSPlpl9, bien que non connue avec precision, 
semble etre suffisamment importante pour que cette molecule ne varie pas 
de facon significative ou soit deletee sans effet letal pour le parasite ; 

(iii) c'est un antigene majeur se trouvant sur tous les merozoTtes et 
5 done, il doit etre, en principe, detectable meme a basse parasitemie et 

proportionnellement a la parasitemie ; 

(iv) puisque les molecules recombinantes de MSP1p19 derivees de 
baculovirus semblent reproduce davantage la structure native de 
MSP1p19, les anticorps produits contre ces proteines seraient bien 

10 adaptes a un usage diagnostique. 

Les microorganismes identifies ci-dessous ont ete deposes suivant 
la regie 6.1. du Traite de Budapest a la date du 01 fevrier 1996 . sous les 
numeros suivants : 



15 References d'identification 
PvMSP1p19A 
PvMSP1p19S 
PfMSP1p19A 
PfMSP1p19S 

20 PcMSP1p19S 



Numeros d'enreaistrement 

- 1659 

- 1660 

- 1661 

- 1662 

- 1663 



L'invention concerne egaiement I'utilisation de ces anticorps, alors 
de preference prealablement fixes sur un support solide (par exemple pour 
chromatographie d'affinite), pour la purification de peptides du type p19 
initialement contenus dans un melange. 

La purification fait alors intervenir une mise en contact de ce 
melange avec I'anticorps, la dissociation du complexe antigene-anticorps 
et la recuperation du peptide de type p19 purifie. 

L'invention concerne egaiement des compositions de vaccin, 
comprenant egaiement des melanges de proteines ou de fragments, 
notamment des melanges du type : 
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- p19 cle P. falciparum et pl9 de P.vivax, 

- p19 de PJalciparum et p42 de PJalciparum, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, 

- p19 de P.vivax et p42 de P.vivax, celle-ci etant le cas echeant 
5 depourvue de ses regions les plus hypervariables, 

- p19 de P. falciparum et p42 de PJalciparum, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, et p19 de P.vivax et 
p42 de P.vivax, celle-ci etant le cas echeant depourvue de ses regions 
les plus hypervariables. 

10 On entend dans ie cas present definir les regions les plus 

hypervariables comme la region II ou la region II et la region III en partie 
ou dans sa totalite, la partie de la region III preferablement deletee etant 
celle qui est juxtaposee a la region II (la partie conservee se situant du 
cote C-terminal de la p33 ( proche de la p19). Les regions II et III sont 

1 5 illustrees en figure 4. 

[.'invention n'est pas limitee a la production de vaccin humain. Elle 
s'applique tout autant a la production de compositions de vaccin 
veterinaire mettant en oeuvre les proteines ou antigenes correspondants 
derives de parasites infectieux pour des mammiferes et produits dans les 

20 memes conditions. II est en effet connu que des infections du meme type, 
la babesiose, apparaissent aussi chez les bovins, les canins et les equins. 
un des antigenes des especes Babesia presente une forte homologie 
conformationnelle (notamment les deux domaines « EFG-like » et richesse 
en cysteine) et fonctionnelle avec une partie proteique de MSP-1 [(36), 

25 (37) et (38)]. 

Des exempies de vaccins veterinaires utilisant un antigene soluble 
contre de tels parasites on ete decrits (39). 

II va sans dire que les p19 mises en oeuvre dans ces melanges 
peuvent egalement donner lieu a toutes les modifications dont il a ete 
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question dans ce qui precede, lorsqu'elle etait prise en consideration de 
facon isolee. 
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30 L'invention concerne egalement les hybridomes secreteurs 

d'anticorps specifiques reconnaissant selectivement la p19 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
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pour I'homme autre que Plasmodium vivax et ne reconnaissant pas 
Plasmodium vivax. 

En particulier, ces hybridomes secretent des anticorps monoclonaux 
qui reconnaissent pas la p19 de Plasmodium vivax et qui reconnaissent 
5 specifiquement la pi 9 de Plasmodium falciparum. 

L'invention concerne egalement un hybridome caracterise en ce 
qu'il produit un anticorps specifique qui reconnait specifiquement la p19 de 
P.vivax et la p19 de P.cynomolgi. Un hybridome F10-3 a ete construit a 
partir du myelome X63 Ag8 653 produisant des IgG 2b/k reconnaissant la 
10 glycoproteine p42 de Plasmodium vivax. 
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REVENDICATIONS 



1. Proteine recombinante dont la sequence polypeptidique 
constitutive essentielle est celle : 

o soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1 ) de la forme merozoTte d'un parasite du type 
Plasmodium, autre que Plasmodium vivax, et infectieux pour des 
mammiferes, notamment I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
penetration dans des erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle 
infectieux ; 

o soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 

une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 

parasite correspondant ; 
o soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 

cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 

p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
cette proteine recombinante comportant le cas echeant des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant. 

2. Proteine recombinante selon la revendication 1 , caracterisee 
en ce qu'elle est reconnue par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant ou contre un Plasmodium homologue 
lorsqu'elle est a I'etat non reduit ou dans un etat reduit non irreversible, 
mais non reconnue ou peu reconnue par ces memes antiserums, 
lorsqu'elle est irreversiblement reduite. 
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3. Proteine selon la revendication 1 ou la revendication 2, 
caracterisee en ce qu'etle inhibe la reactivite d'un antiserum humain 
immune avec la p42 correspondante produite dans les memes conditions, 
aussi bien que cette p42 elle-meme et que la p42 peut seulement 

5 partiellement inhiber la reactivite dudit antiserum humain contre la p19. 

4. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 
depourvue de toute sequence polypeptidique normalement en amont de la 
sequence polypeptidique C-terminale de la p33 (fragment N-terminal de 

10 33 kDa) normalement du cote associe a la p19 dans la p42 
correspondante, avant le clivage naturel de cette derniere, cette derniere 
sequence polypeptidique C-terminale de la p33 comportant, lorsqu'elle est 
presente, moins de 50 residus d'acides amines. 

5. Proteine recombinante selon Tune quelconque des 
15 revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 

depourvue de toute sequence polypeptidique normalement en amont de la 
sequence polypeptidique du cote C-terminal de la p33 (fragment N- 
terminal de 33 kDa) normalement associee a la p19 dans la p42 
correspondante avant le clivage naturel de cette derniere, cette derniere 
20 sequence polypeptidique C-terminale de la p33, comportant, lorsqu'elle est 
presente, moins de 35, voire meme moins de 10 residus d'acides amines. 

6. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 3, caracterisee en ce qu'elle est essentiellement 
depourvue de toute sequence polypeptidique normalement en amont de la 

25 sequence polypeptidique du cote C-terminal de la p33 (fragment N- 
terminal de 33 kDa) normalement associee a la p19 dans la p42 
correspondante avant le clivage naturel de cette derniere, cette derniere 
sequence polypeptidique C-terminale de la p33 etant limitee, lorsqu'elle 
est presente, a celle qui conserve un degre de conservation substantiel 

30 dans les Plasmodium infectieux pour I'homme, tels que P.falciparum ou 
P. vivax. 
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7. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 6, caracterisee en ce que la partie de fragment p19 
contient au moins I'une des deux regions EGF normalement contenues 
dans cette p19. 

8. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce que le poids moleculaire de ce 
fragment p19 ou de cette partie de fragment p19 est comprise entre 10 et 
25 kDa, notamment entre 10 et 15 kDa. 

9. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle comporte egalement un 
groupe glycosylphosphatidylinositol (GPI) du type de ceux qui permettent 
un ancrage du fragment p19 a I'hote cellulaire, notamment une cellule 
eucaryote, preferentiellement une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus, dans lequel ladite proteine recombinante est exprimee. 

15 10 - Proteine recombinante selon I'une quelconque des 

revendications 1 a 8, caracterisee en ce qu'elle est depourvue de la partie 
C-terminale extreme hydrophobe qui intervient dans I'induction de 
I'ancrage de cette proteine recombinante a la membrane cellulaire de 
I'hote dans lequel elle est exprimee, notamment dans une cellule 
eucaryote, preferentiellement une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

11. Proteine recombinante selon la revendication 10, 
caracterisee en ce qu'elle est hydrosoluble. 

12. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 11, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de 
la p19 de la proteine MSP-1 de Plasmod,um falciparum ou ladite partie du 
fragment correspondant 

13. Proteine recombinante selon I'une quelconque des 
revendications 1 a 12, caracterisee en ce qu'elle contient la sequence de 



20 



25 
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la p19 de la proteine MSP-1 de Plasmodium cynomolgi ou ladite partie du 
fragment correspondant. 

14. Oligomere de la proteine recombinante selon Tune 
quelconque des revendications 1 a 13. 
5 15. Oligomere selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il 

contient de 2 a 50 unites monomere de ladite sequence polypeptidique de 
la proteine recombinante telle que definie dans I'une quelconque des 
revendications 1 a 13. 

16. Proteine recombinante selon lune quelconque des 
10 revendications 1 a 14, caracterisee en ce qu'elle est conjuguee a une 

molecule porteuse utilisable pour la production de vaccins. 

17. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme, contenant a titre de principe actif une 
proteine recombinante dont la sequence polypeptidique constitutive 

] 5 essentielle est celle : 

o soit d'un fragment C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la proteine 1 de 
surface (proteine MSP-1) de la forme merozotte d'un parasite du type 
Plasmodium, infectieux pour I'Homme, ce fragment C-terminal restant 
normalement ancre a la surface du parasite au terme de sa phase de 
20 penetration dans des erythrocytes humains, a ['occasion d'un cycle 
infectieux ; 

o soit d'une partie de ce fragment des lors qu'elle est apte aussi a induire 

une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 

parasite correspondant ; 
25 o soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 

cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 

p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes 
conformationnels instables en milieu reducteur et constituant la majorite 
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des epitopes reconnus par des antiserums humains formes contre le 
Plasmodium correspondant. 

18. Composition vaccinante selon la revendication 17, 
caracterisee en ce que son principe actif consiste en une proteine 

5 recombinante selon Tune quelconque des revendications 2 a 13 ou 16, ou 
en un oligomere selon la revendication 14 ou 15. 

19. Composition vaccinante contre un parasite du type 
Plasmodium infectieux pour I'homme, contenant a titre de principe actif un 
oligomere d'une prote.ne recombinante selon la revendication 17 ou la 

10 revendication 18. 

20. Anticorps reconnaissant selectivement la p1 9 d'une proteine 
MSP-1 de la forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux 
pour I'homme autre que Plasmodium vivax et ne reconnait pas Plasmodium 



15 



20 



25 



vivax 



30 



21. Anticorps selon la revendication 20, caracterise en ce qu'il 
est monoclonal. 

22. Anticorps selon la revendication 20, caracterise en que qu'il 
est monoclonal et en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de 
P falciparum. 

23. Anticorps monoclonal selon la revendication 20, caracterise 
en ce qu'il reconnait specifiquement la p19 de P.vivax. 

24. Procede de diagnostic difference! permettant de distinguer 
entre une infection parasitaire due a P.wvax, d'une part, et une infection 
parasitaire due a un autre Plasmodium, d'autre part, caracterise par les 
mises en contact d'un prelevement biolog<que infecte par un Plasmodium 
avec un anticorps selon la revendication 23. d'une part, et avec un 
anticorps selon la revendication 21 ou 22, d'autre part, et la detection 
selon le cas, de la production ou non d'une reaction immunologique. 

25. Vecteur modifie du type baculovirus recombinant contenant 
sous le controle d'un promoteur contenu dans ce vecteur et susceptible 
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d'etre reconnu par des cellules transfectables par ce vecteur, une premiere 
sequence nucleotidique codant pour un peptide signal compatible avec 
('expression dans un systeme baculovirus, caracterise par une deuxieme 
sequence en aval de la premiere, egalement sous le controle de ce 
5 promoteur et dont au moins une partie code pour la sequence peptidique : 
o soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de ia forme merozoi'te d'un 
parasite du type Plasmodium autre que Plasmodium vivax et infectieux 
pour rhomme, ce fragment C-terminal restant normalement ancre a la 
10 surface du parasite au terme de sa penetration dans des erythrocytes 
humains, a Toccasion d'un cycle infectieux ; 
o soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de la deuxieme sequence dans un systeme baculovirus est 
apte aussi a induire une reponse immune capable d'inhiber une 
1 5 parasitemie in vivo due au parasite correspondant ; 

© soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
cellulaire et/ou humorale equivaiente a celle produite par ce fragment 
peptidique p19 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en G et C 
20 comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% de la totalite des 
nucleotides dont elle est constitute. 

26. Vecteur modifie selon la revendication 25, caracterise en ce 
que la susdite deuxieme sequence polypeptidique est conforme a celle 
definie dans Tune quelconque des revendications 2 a 13. 
25 27. Vecteur modifie selon la revendication 25, caracterise en ce 

que la deuxieme sequence nucleotidique est une sequence synthetique. 

28. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
25 a 27, caracterise en ce que la premiere sequence nucleotidique code 
pour un peptide signal issu de Plasmodium vivax et normalement associe a 
30 la proteine MSP-1 de ce Plasmodium. 
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29. Vecteur modifie selon Tune quelconque des revendications 
25 a 28, caracterise en ce que la deuxieme sequence nucleotidique est 
depourvue a son extremite 3' terminate de ia sequence d'extremite C- 
terminale hydrophobe qui est impliquee dans Induction de I'ancrage de 

5 cette proteine recombinante a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel 
elle est exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

30. Vecteur modifie selon I'une quelconque des revendications 
25 a 29, caracterise en ce qu'il consiste en un baculovirus modifie. 

10 31 • Organisme, notamment cellule d'insecte du type Sf9 t 

transfectable et transfecte par le vecteur modifie selon Tune quelconque 
des revendications 25 a 29. 

32. ADN synthetique contenant une premiere sequence 
nucleotidique dont au moins une partie code pour la sequence peptidique ; 
15 o soit d'un fragment peptidique C-terminal de 19 kilodaltons (p19) de la 
proteine 1 de surface (proteine MSP-1) de la forme merozoite 
Plasmodium falciparum, ce fragment C-terminal restant normalement 
ancre a ia surface du parasite au terme de sa penetration dans des 
erythrocytes humains, a I'occasion d'un cycle infectieux ; 
20 o soit d'une partie de ce fragment peptidique des lors que le produit 
d'expression de cet ADN dans un systeme baculovirus est apte a induire 
une reponse immune capable d'inhiber une parasitemie in vivo due au 
parasite correspondant ; 
o soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunologique de type 
25 cellulaire et/ou humorale equivalente a celle produite par ce fragment 
peptidique pl9 ou a la susdite partie de ce fragment, et 
ladite sequence nucleotidique ayant en outre une teneur en nucleotides G 
et C comprise entre 40 et 60%, de preference d'au moins 50% du total des 
nucleotides dont est constitue le susdit ADN synthetique. 
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33. ADN synthetique selon la revendication 32, caracterise en ce 
que sa premiere sequence nucleotidique est depourvue a son extremite 3' 
terminale de la sequence codant pour la region d'extremite C-terminale 
hydrophobe normalement impliquee dans I'induction de I'ancrage de la 

5 proteine p19 a la membrane cellulaire de I'hote dans lequel elle est 
exprimee, notamment dans une cellule d'insecte infectable par un 
baculovirus. 

34. ADN synthetique selon la revendication 32 ou la 
revendication 33, caracterise en ce que la premiere sequence 

10 nucleotidique est precedee dune sequence nucleotidique signal codant 
pour un peptide signal normalement associe a une proteine MSP-1 de 
Plasmodium, homologue ou heterologue vis-a-vis de la sequence 
principale. 

35. ADN synthetique selon la revendication 34, caracterise en ce 
15 que la sequence signal est issue de P.vivax. 

36. ADN synthetique selon I'une quelconque des revendications 
32 a 35, caracterise en ce que la susdite premiere sequence nucleotidique 
inclut une sequence 3'-terminale codant pour une region polypeptidique 
d'ancrage a la membrane cellulaire, ladite region d'ancrage se fixant sur la 

20 proteine recombinante exprimee a la surface de la membrane de I'hote 
cellulaire transforme avec un vecteur contenant ledit ADN synthetique, 
ladite sequence 3' etant homologue a celle de la sequence nucleotidique 
principale, ou heterologue, notamment celle issue de P.vivax. 

37. ADN synthetique selon la revendication 36, caracterise en ce 
25 que la sequence 3'-terminale est issue de P.vivax. 

38. ADN synthetique selon Tune quelconque des revendications 
32 a 36, caracterise en qu'il est depourvu de ladite sequence 
3'-terminale. 

39. Vecteur de type baculovirus selon la revendication 25, 
30 caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 
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o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1659 
© le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1660 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1661 
o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1662 
5 o le virus depose a la CNCM sous le numero 1-1663. 

40. Hybridome secreteur d'anticorps monoclonaux ayant les 
specificites des anticorps selon Tune quelconque des revendications 21 a 
23. 

41. Procede de separation d'un peptide p19 de specificite 
10 donnee a partir d'un melange de peptides, caracterise par la mise en 

contact de ce melange de peptides avec un anticorps correspondant, 
conforme a I'une quelconque des revendications 20 a 23, de preference 
prealablement fixe sur un support insoluble, par la dissociation ulterieure 
du compose antigene-anticorps forme et par la recuperation du peptide 
15 p19purifie. 

42. Utilisation de la proteine selon Tune quelconque des 
revendications 1 a 13 ou de I'oligomere selon la revendication 15 ou 16 
pour la preparation d'une composition immunogene susceptible d'induire 
une reponse immune contre une infection a Plasmodium. 

20 43. Composition de vaccin comprenant a titre de principes actifs 

un melange d'une proteine conforme a Tune quelconque des 
revendications 1 a 13 et soit de la p42 correspondante, celle-ci etant le cas 
echeant deletee de ses parties les moins conservees, soit d'une autre 
proteine recombinante, de type p19 ou p42, provenant d'un parasite 

25 homologue de celui dont est issu la susdite proteine. 

44. Composition de vaccin selon la revendication 23 caracterisee 
en ce que son melange de principes actifs est choisi parmi les melanges 
suivant : 

- p1 9 de P. falciparum et p1 9 de P. wVax ; 
30 - p19 de P. falciparum et p42 de P falciparum, 
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- p19 de P.vivax et p42 de P.vivax, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, 

- p19 de P. falciparum et p42 de P. falciparum, celle-ci etant le cas echeant 
depourvue de ses regions les plus hypervariables, et p19 de P.vivax et 
p42 de P.vivax, celle-ci etant le cas echeant depourvue de ses regions 
les plus hypervariables. 

45 Hybridome selon la revendication 40, caracterise en ce qu'il a 
ete depose a la CNCM (Paris, France) sous le numero 1-1846, le 14 fevrier 
1997. 
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Cadre 1 Observations - lorsqu'il a ete estime que certaines revendications ne pouvaient pas faire I'objet d'une recherche 
(suite du point I de la premiere feuille) 



Conformement a 1'arlicle I7.2)a), ceriaines revendications n'ont pas fait I'objet d une recherche pour les motifs suivanis: 

1 . Les revendications n 01 . , , . 

1 1 se rapportent a un objet a 1'egard duquel 1' administration n est pas tenue de proceder a la recherche, a savotr. 



2. i X Les revendications n 01 ^ . .... 

se rapportent a des parties de la demande internationale qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescntes pour 

qu'une recherche significative puisse etre effectuee, en particulier: 

voir annexe 



Les revendications n M , . . . . , , , 

sont des revendications dependantes et ne sont pas redigees conformement aux disposiUons de la deuxieme et de la 

troisieme phrases de la regie 6. 4. a). 



Cadre HQ Observations - lorsqu'il y a absence d'unite de ^invention (suite du point 2 de la premiere feuille) 



L'administration chargee de la recherche internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande internauonale, a savoir. 



voir annexe 



1. I 1 Comme toutes les taxes additionnelles ont etc payees dans les delais par le deposant, le present rapport de recherche 
' ' internauonale porte sur toutes les revendications pouvant faire I'objet d une recherche. 

2. BD Comme toutes les recherches portant sur les revendications qui s'y pretaient ont pu etre effectuees sans effort particulier 

justifiam une taxe addiuonnelle, l'administration n'a sollicite le paiement d'aucune taxe de cette nature. 

3 I I Comme une partie seulement des taxes additionnelles demandees a ete payee dans les delais par le deposant, le present 

I ' rapport de recherche internauonale ne porte que sur les revendications pour lesqueiles les taxes ont ete payees, a savoir 

les revendications rf": 



4. I 1 Aucune taxe additionneUe dernandee n'a ete payee dans les delais par le deposant. En consequence le present rapport 

' * de recherche internationale ne porte que sur linvenuon mentionnee en premier lieu dans les revendications, eiie est 

couvertes par les revendications n°*: 



Remarque quant a la reserve Q Les taxes additionnelles etaient accompagnces d'une reserve de la part du deposant. 

j | Le paiement des taxes additionnelles n'etaii assorti d'aucune reserve. 
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SUITE DES RENSEIGNEMENT5 INOIQUES SUR PCT/ISA/210 



1* Revendications 1 2 4-16, 18, 26. 42. 43 et partieliement 17. 19. 25. 27-39 : 

Proteine recombinante dont la sequence poiypeptidique constitutive essentielle est celle : 

.soit d un fragment C-terminal de 1 9 kiiodaitons (p19) de ia proline 1 de surface (proteine MSP-1) de ia 

forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium, autre que Plasmodium wvar, et infectieux pour des 

Mammiferes .notamment pour I'Homme; 

. soit d'une parte de ce fragment des lore qu'elle est apte aussi a induire une reponse immune capable 

d'inhiber une parasitemie in vivo due au parasite correspondant; 

. soit d'un peptide capable d'induire une reponse immunotogtque de type cellulaire et/ou humorale 

equivaiente a celle produite par ce fragment pi 9 ou a la susdtte parte de ce fragment; 

vecteur baculoviral pour I'expression de cette proteine. organisme transfect6 par un tel vecteur, ADN synth&ique 

contenant une sequence codant pour cette proteine et utilisation dans des compositions vaccinantes. 

2. Revendications 17 et 1 9. toutes deux partieliement: 

Composition vaccinante centre un parasite du type Plasmodium infectieux pour THomme contenant a titre de 
principe actif une proteine recombinante dont ta sequence poiypeptidique constitutive essentielle est celle : 

.soit d'un fragment C-terminai de 19 kiiodaitons (p19) de la proteine 1 de surface (proline MSP-1) de la 
forme merozoite d'un parasite du type Plasmodium, infectieux pour I'Homme; 

. soit d une partie de ce fragment des lore qu elle est apte aussi a induire une reponse immune capable 
d'inhiber une parasitemie in vivo due au parasite correspondant; 

. soit dun peptide capable d'induire une reponse immunoiogique de type cellulaire et/ou humorale 
equivaiente a celle produite par ce fragment pi 9 ou a la susdtte partie de ce fragment; 
cette proteine recombinante comportant en outre des epitopes conformationnets instables en milieu reducteur; 
dans le cas non couvert par te sujet 1 d'une proteine ne relevant pas des revendications 2 a 13 ou 16. 

3. Revendications 20-22. 24. 40, 41 , 45 

Production d'un anticorps speciftque reconnaissant selectivement ta pi 9 dune proline MSP-1 de la forme 
merozoite d'un parasite du type Plasmodium infectieux pour rhomme autre que Plasmodium vivax et ne 
reconnaissant pas Plasmodium vivax; utilisation a des fins diagnostiques ou de purification, et hybridome 
secreteur d' anticorps monocionaux correspondants. 

Le rapport de recherche complete a etd etabli. 



Obscurrte : 

Dans la revendication 3, les termes "p42 correspondante produite dans les memes conditions" sont vagues et 
laissent un doute quant a la signification des caractiristiques techniques auxqueiles ils se referent. De plus la 
syntaxe de cette revendication est equivoque ce qui introdutt une ambtgurt6 quant & I'objet reel de la 
revendication. II serait necessaire de reformuler cette revendication pour 61'iminer toute incertitude. 

Incoherences: 

La revendication 23 concerne un "anticorps monoclonal selon ta revendication 20 caracterise en ce qull 
reconnait specifiquement ta p19 de P. vivax. Or la revendication 20 caracterise I'anticorps concerne par le fait 
qu'il'ne reconnait pas P. vivax n . II y a par consequent incoherence et cette revendication n'a pu etre recherchee. 

La revendication 44 concerne une "composition de vaccin selon ta revendication 23". Or ta revendication 23 se 
r ;iorte a un anticorps. Par consequent I'objet de la revendication n'est pas clairement defini. La recherche a ete 
ertectuee en considerant qu it s'agissait d'une composition de vaccin seion ia revendication 43. 



Recherche incomplete : 

Revendications ayant fait I'objet de recherches completes : 1,2, 4-22. 24-45 

Revendications n'ayant pas fait I'objet de recherches completes : 3, 23 
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